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Résumé
Les convertases de pro-protéines (PCs) sont des protéases à sérine homologues à la
subtilisine bactérienne. Ces protéases génèrent une panoplie de protéines bioactives dans la
voie sécrétoire à partir de précurseurs polypeptidiques comme des hormones, des
récepteurs, des glycoprotéines virales et des molécules d’adhésion. Les PCs spécifiques aux
acides aminés basiques (sous-famille Kexine) clivent des liens peptidiques en aval de
résidus basiques. Les résidus basiques en amont du lien peptidique scissile sont des
déterminants critiques de la spécificité des PCs. Par exemple, la furine, le membre de la
famille le plus étudié, requiert une Arg en Pi (P1= résidu en amont du lien scissile) et
typiquement une Arg en P4 (RXXRL, où X:= n’importe quel acide aminé excepté une
cystéine). Donc, l’absence de résidu basique en Pi ou P4 rend habituellement les
précurseurs résistants à l’activité de la furine.
Afin de mieux comprendre la specificité des PCs pour les résidus en amont du Pi,
nous avons tenté d’identifier des gÏycoprotéines potentiellement clivées par les PCs de la
voie sécrétoire constitutive sans Arg en P4 (substrats atypiques). Nous décrivons
premièrement, la protéolyse spécifique de l’intégrine a4, une molécule d’adhésion, par
deux PCs, PC5A et la furine, à un site de clivage atypique (HVISKR). Les intégrines sont
des glycoprotéines hétérodimériques (sous unité Œ et F3) impliquées dans l’adhésion, la
migration et la signalisation cellulaire. Des expériences en culture cellulaire avec des
inhibiteurs spécifiques des PCs et les transfections stables des ADNc codant pour PC5A et
la furine suggèrent que ces PCs sont les convertases de l’intégrine Œ4. Les digestions in
vitro de peptides fluorogeniques mimant le motif de clivage de cette intégrine avec PC5A et
la furine à différents pH physiologiques démontrent que la furine clive préférentiellement le
motif atypique de l’intégrine a4 en conditions acides. Par contre, le clivage par PC5A est
plus efficace à pH neutre. La mutagenèse dirigée et l’analyse du marquage métabolique de
l’o4 en présence du chlorure d’ammonium, une base faible augmentant le pH vésiculaire,
confirme le rôle clé d’un résidu chargé positivement en P6 pour la maturation efficace de
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l’Œ4. Donc, nous proposons que l’état de protonation de l’His en P6 régule le clivage de
l’Œ4 selon le pH. La dépendance au pH de ce clivage limiterait la maturation de ce substrat
par la furine aux lumières acides des vésicules du réseau trans-golgien et des endosomes
mais pas à l’environnement neutre de la surface cellulaire. De plus, nous démontrons que
ce clivage dépendant des PCs n’affecte pas l’adhésion in vitro de cette intégrine à son
récepteur cellulaire, le vascular cellular adhesion molecule-] (VCAM-1).
Nous avons ensuite étendu nos recherches à d’autres substrats contenant des motifs
de clivage potentiellement atypique. Suite au séquençage du génome du coronavirus du
syndrome respiratoire aigu sévère (CoV-SRAS), nous n’avons noté aucun motif de clivage
RXXR1- dans la région de la glycoprotéine S du SRAS (GP$-SRAS) s’alignant avec les
autres GPS clivés comprenant cette signature typique. Les GPS sont des glycoprotéines
transmembraires essentielles pour l’attachement virus-récepteur et la fusion avec les
cellules cibles. Nous démontrons que le clivage de la GPS-SRAS recombinante et virale est
C augmenté par l’activité des PCs et que leur inhibition le réduit. Seulement PC5B, la ftirine
et PC7 augmentent le clivage de la GPS-SRAS, la cytotoxité et les titres viraux en culture
cellulaire. Par contre, la mutagenèse dirigée n’a pas permis d’identifier un motif PC ou
acide aminé strictement requis pour la maturation de la GPS-SRAS. Nous concluons que
les PCs activent probablement une protéase non-identifiée qui par la suite clive la GPS
SRAS, ou qu’un autre facteur viral ou cellulaire inconnu clivé par les PCs favorise la
propagation du CoV-SRAS en culture cellulaire.
En conclusion, nous avons identifié un nouveau motif PC présent dans plusieurs
intégrines c clivées par la furine et PC5A: HXXXKR-. L’His en P6 de ce nouveau motif
rend le clivage de ce substrat par la furine optimal à pH acide. Notre second substrat
atypique, la GP$-SRA$, est aussi clivé par les PCs mais probablement par une voie
indirecte. Ces découvertes contribuent à une meilleure compréhension des PCs en fonction
de leur spécificité, de leur relation avec leurs substrats et de leur biologie.
VMots-clés: convertases de pro-protéines, inhibiteur, spécificité, intégrine, syndrome
respiratoire sévère aigu, coronavirus.
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Abstract
Proprotein convertases (PCs) are mammalian serine proteinases homologous to the
bacterial subtilisin. These proteases generate a large array cf bioactive proteins from
secretory pathway precursors such as hormones, receptors, viral glycoproteins and adhesion
molecules. Basic specific PCs (Kexin subfamily) cleave peptide bonds downstream cf basic
residues. Upstream basic residues cf the scissile peptide bond are critical determinants cf
the PCs specificity. For instance, ftrin, the prototypical member of the family, requires an
Arg at Pi (Pi = N-terminal residue of the scissile bond) and typically a basic residue at P4
(RXXRL, X = any amine acid except cysteine). Therefore, the absence cf basic residues at
Pi or P4 usually renders precursors resistant to furin activity.
In order te further understand the cleavage specificity cf PCs for upstream residues
cf the Pi, we attempted te identify glycoproteins pctentially cleaved by the PCs in the
constitutive secretcry pathway, lacldng an Arg residue at P4 (atypical substrates). We first
describe the specific proteolysis of Œ4 integrin subunit, an adhesion molecule, by two
members cf the PCs, PC5A and furin, at an atypical cleavage site (HVISKRfl. Integrins are
heterodimeric glycoproteins (Œ and 13 subunits) involved in celi adhesion, migration and
signaling. Experiments in celi culture with specific PC inhibitcrs and PCs stable
transfections in leukocytic cell lines suggest that PC5A and furin are a4 integrin
convertases. In vitro digestions cf flucrogenic peptides mimicking this integrin cleavage
motif by furin and PC5A at different physiological pHs values demonstrate that furin
preferentially cleaves this atypical u4 motif under mild acidic conditions. In contrast, PC5A
cleavage is best achieved at neutral pH. Site-directed mutagenesis cf Œ4 and pulse chase
analysis in presence cf ammonium cifioride, a weak base increasing vesicular pH, confirm
the key role cf a positively charged residue at P6 in a4 processing. Therefore, we propose
that the protonation state cf the P6 His regulates Œ4 cleavage by furin in a pH dependent
manner. Accordingly, we propose that the protonation state cf the P6 His limits this
substrate processing by furin to the acidic lumen cf the TGN/endcsomes vesicles system
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but flot to the neutral environment of the ceil surface. Furthermore, we demonstrate that this
PC-dependent processing does flot affect the in vitro adhesion properties of this integrin to
its cellular receptor, the vascular cellular adhesion moÏecule-1 (VCAM-1).
We next extended our researcli to other substrates containing potential atypical PC
cleavage motifs. Foïlowing the genome sequencing of severe acute respiratory syndrome
coronavims (SARS-CoV), we did flot note any RXXR cleavage motif in the region of the
SARS S glycoprotein (SARS-GPS) aligning with cleaved coronovirus GPS containing this
typical signature. The GPS are membrane-bound protein essential for host celi receptor
virus attachment and target ceil fusion. We show that recombinant and virus derived SARS
CoV spike processïng are PC-dependent and that their processing is signfficantly reduced
upon cellular inhibition of the PCs. Only PC5B, furin and PC7 enhance spike processing,
cytotoxicity and the titer. However, site directed mutagenesis failed to identify any PC
motif or amino acid strictly required for the processing of SARS-GPS. We conclude that
the PCs likely activate an unidentified protease, which in tum cleaves the SARS-GPS, or
that other unidentified viral or cellular factor(s) cleaved by the PCs are necessary for
SARS-CoV spread in ceil culture.
In conclusion, we identified a new motif present in several integrins Œ subunits
exclusively recognized in vivo by furin and PC5: HXXXKRJ. The His at P6 of this
substrate rendered furin cleavage optimal at acidic pH. Our second atypical substrate, the
SARS-CoV spike glycoprotein, was also processed in a PC-dependent manner likely
through an indirect pathway. These findings contribute to a better understanding of the PCs
reÏationships with their substrates and their biology.
Keywords proprotein convertases, proteolysis, cleavage, inhibitors, specificity, integrin,
severe acute respiratory syndrome, coronavirus.
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Chapitre 1. Introduction
Les protéines nouvellement synthétisées doivent exercer leur fonction biologique à
un moment et un lieu bien précis d’un organisme vivant. Peu importe le compartiment, des
mécanismes bien ordonnés de ciblage permettent le transport des protéines à leurs
destinations. La voie sécrétoïre est probablement le système de triage des protéines le
mieux étudié chez les mammifères. L’avancement rapide de la biologie cellulaire au cours
des vingt dernières années a permis de mieux comprendre comment les protéines
synthétisées au réticulum endoplasmique (RE) voyagent d’une vésicule à l’autre pour
atteindre les diverses organelles de la voie sécrétoire.
1.1. La synthèse protéique au réticulum endoplasmique
Le réticulum endoplasmique est le principal lieu de synthèse des stérols, des lipides,
de protéines membranaires et sécrétées, et des glycoprotéines. Environ 30 % des protéines
totales de la cellule sont synthétisées au RE. Dans certaines cellules spécialisées, comme
les hépatocytes, les cellules pancréatiques et les plasmocytes, ce niveau peut atteindre plus
de 90 %. Le peptide signal, un élément agissant en cis dirige les protéines destinées à la
voie sécrétoire en les adressant au RE. Ce signal est généralement composé de 8 à 12 acides
aminés hydrophobes suivis d’une région polaire située à l’extrémité amino-terminale (N
terminale) de la protéine néo-synthétisée.
1.1.1. Le peptide signal et la transiocation protéique au
réticulum endoplasmique
Les protéines destinées à la voie sécrétoire possèdent un peptide signal à leur
extrémité N-terminale, cette structure est essentielle à l’insertion des protéines aux pores du
RE. Dans la plupart des cas, ces protéines sont intégrées au RE de façon co-traductionnelle,
c’est-à-dire en même temps que le ribosome la synthétise (Ruiz-Arguello et coil., 2004).
Lors de la synthèse du peptide signal, le complexe ribo-protéique SRP (signal recognition
particle), composé d’au moins cinq protéines différentes (SRP54, SRP14, SRPÏ9, SRP68 et
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SRP72) et d’une molécule d’ARN (l’ARN 7SL), s’associe au peptide signal par des
interactions hydrophobes et au ribosome uni à la protéine naissante (Figure 1) (Nagai et
cou., 2003). L’association de la SRP est accompagnée par une réduction marquée du niveau
de traduction de 1’ARNm (acide ribonucléique messager). La SRP guide ensuite la protéine
nouvellement synthétisée et le ribosome associé à la membrane du RE, au SR (signal
recognition particle receptor), le récepteur du SRP. Ce récepteur est composé de 2 sous
unités nommées SRŒ et SRI3. Une fois associé au SR ce complexe est acheminé à un des
pores aqueux du RE, nominés transiocons, formant en quelque sorte des pores sélectifs aux
protéines munies d’un peptide signal. Chaque transiocon est composé d’un hétéro-trimère
de protéines Sec6l Sec6lu, Sec6lf3 et Sec6ly. Une fois le SRP ancré au transiocon, sa
sous unité SRŒ préalablement chargée d’un GTP hydrolyse ce dernier ce qui permet le
transfert de la chaîne polypeptidique naissante au transiocon. Le transfert de la protéine au
translocon libère la SRP. La traduction reprend alors son cours normal et les modifications
post-traductionnelles qui ont lieu dans la lumière du RE débutent de façon co
traductionnelle. Des cofacteurs associés au transiocon comme TRAMp (transÏocating
chain-associated membrane) et TRAP (translocon-associated prote in) facilitent la




Figure 1 Modèle d’entrée des protéines dans la voie sécrétoire par le réticulum
endoplasmique
(Adapté de Lodish et colt. 2000)
Le peptide signal est généralement excisé par la signal peptidase (SP), cette coupure
est habituellement co-traductionnelle (Dalbey et Von Heijne, 1992). Ces peptides signaux
ou les fragments de ces derniers peuvent même avoir une activité physiologique autre que
celle qui lui est normalement attribuée. Par exemple, les peptides signaux clivés de
certaines glycoprotéines d’arénavirns sont nécessaires à leur maturation (Eichler et coll.,
















la signal peptide peptidase (SPP) (Martoglio, 2003) sont libérés dans le cytoplasme et
modulent l’activité de la calmoduline (Martoglio et cou., 1997; Martoglio et Dobberstein,
1998).
1.1.2. Les segments transmembranaires
Les segments transmembranaires sont en réalité des peptides signaux internes qui ne
sont pas clivés par la SP. L’intégration de ces hélices a hydrophobes à la membrane du RE
a lieu au translocon (Figure 2). On qualifie les domaines transmembranaires de topologie de
types I lorsque la partie N-terminale du segment est orientée du côté lumière (Nium) et que
la portion carboxy-terminale (C-terminale) est cytoplasmique Par opposition, le
segment transmembranaire est qualifié de type II lorsque l’extrémité N-terminale est
cytoplasmique (N1) et que la C-teminale est orientée côté lumière (Cium). La topologie des
segments transmembranaires à travers la bicouche lipidique peut être difficile à prédire, elle
l’est encore plus lorsque cette dernière possède plusieurs segments transmembranaires.
Certaines propriétés comme la présence de charges positives adjacentes au segment
transmembranaire influencent la topologie parce que les résidus basiques ont tendance à se
retrouver plus fréquemment du côté cytoplasmique. De plus, la nature du coeur hydrophobe
du domaine transmembranaire influence également la topologie de ces domaines puisque
l’hydrophobicité totale et la longueur de la région non polaire du segment promeuvent une









figure 2 Topogenèse des domaines transmembranaires
Lors de leur synthèse, les segments transmembranaires peuvent adopter dans te transiocon
une orientation Nexo/Ccyt (‘type I) ou Ncyt/Cexo (Type II). Sont illustrés le ribosome
(jaune,), le transiocon (vert), la SRP (brun), tes oligosaccharides (violet) et la protéine néo
synthétisée (noir). (Adapté de Higy et coli. 2004)
1.2. La voie sécrétoire
Les protéines synthétisées au RE font partie de la voie sécrétoire à un moment ou un
autre de leur vie. Les membranes du système de la voie sécrétoire approvisionnent, entre
autres, la surface cellulaire en protéines nouvellement synthétisées, en hydrates de carbone
et en lipides, nécessaires à l’homéostasie cellulaire. Ce système est constitué de diverses
organelles qui incluent le RE, le réseau tubulo-vésiculaire (RTV), l’appareil de Golgi et le
réseau golgien trans (TGN). Le mouvement des vésicules de la voie sécrétoire et leurs
contenus, les cargaisons, est ordonné par plusieurs types de protéines associées
spécifiquement à divers stades du transport.
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Les cargaisons sécrétoires sont synthétisées et assemblées au RE pour être
transportées aux saccules du cis-Golgi (transport antérograde) dans des vésicules
recouvertes de COP11 (Coat protein complex II). Par opposition, le transport rétrograde
permet le mouvement vésiculaire inverse, par exemple, les protéines résidentes du RE sont
retournées au RE dans des vésicules recouvertes de COPL Le transport antérograde fait
progresser les protéines vers la surface cellulaire à travers les diverses saccules du Golgi
(Golgi cis, median, trans) au TGN ou les cargaisons sont triées soit vers la membrane
plasmique, le système des endosomes-lysosomes ou les granules de sécrétion (Allan et
Balch, 1999). Le flux constitutif de membranes du TGN vers la membrane plasmique est
contrebalancé par un flux inverse initié par la pinocytose et l’endocytose.
1.2.1 Les modifications post-traductionnelles
Au fur et à mesure de la progression des cargaisons vers la membrane plasmique,
elles subissent des modifications post-traductionnelles spécifiques aux différents
compartiments. Les modifications post-traductionnelles associées à la voie sécrétoire sont
variées et nombreuses. Par exemple, dès leur entrée au RE, les protéines naissantes
subissent la plupart du temps des modifications co-traductionelles comme : l’excision du
peptide signai et l’addition de sucres liés à certains résidus asparagine par un lien N
glycosidique. Les sections suivantes résument brièvement quelques modifications post
traductionnelles associées à la lumière des compartiments de la voie sécrétoire.
1.2.1.1 La N-glycosylation et le contrôle de qualité
La plupart des domaines luminaux des protéines présentes à la surface cellulaire
possèdent des chaînes glycosidiques, en effet, l’addition et la modification subséquente de
ces sucres constituent la principale modification biochimique de ces protéines. L’ajout et
les modifications de ces hydrates de carbone a lieu au RE, dans l’appareil de Golgi et les
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vésicules du TGN. La glycosylation peut être essentielle au repliement, au contrôle de
qualité, au transport, à la stabilité et aux interactions protéine-protéine.
La biosynthèse des protéines conjuguées à des sucres liés par des liens N
glycosidiques commence au RE par l’addition d’un grand oligosaccharide précurseur
préformé. Cet olïgosaccharide est lié par un résidu pyrophosphoryle au dolicol, un long
lipide (75-95 atomes de carbone) fermement enfoui dans membrane du RE qui agit comme
transporteur de l’oligosaccharide. L’oligosaccharide précurseur est partiellement synthétisé
sur la face cytoplasmique du RE par une panoplie d’enzymes du cytoplasme. Lorsque la
synthèse de l’oligosaccharide précurseur est terminée, il bascule de l’autre côté de sorte que
l’oligosaccharide est dorénavant du côté de la lumière du RE.
L’oligosaccharide précurseur est composé de trois glucoses (Gic), neuf mannoses
(Man), et deux molécules de N-acétylglucosamine (G1cNAc) (Glc3Man9(G1cNAc)2).
L’oligosaccharide Glc3Man9(G1cNAc)2 est transféré en bloc du dolichol à un résidu
asparagine d’une chaîne polypeptidique naissante. Cette réaction est catalysée par la
protéine transférase d’oligosaccharides. Seuls les résidus asparagines de la séquence
consensus Asn-X-Ser/Thr (ou X est n’importe quel acide aminé sauf la proline ou la
cystéine) peuvent accepter l’oligosaccharide de la protéine transférase d’oligosaccharides.
Ce ne sont pas tous les motifs Asn-X-SerlThr qui sont pour autant glycosylés, par exemple,
le repliement rapide d’un segment d’une protéine peut prévenir le transfert de
l’oligosaccharide au motif de N-glycosylation si ce dernier n’est plus exposé à la lumière
du RE.
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Suite au transfert du Glc3Man9(GIcNAc)2 à la chaîne polypeptidique naissante, les
trois résidus glucose et un mannose sont enlevés par différentes glycosidases du RE. La
lumière du RE contient une glucosyltransférase qui rajoute un glucose aux protéines
conjuguées à un oligosaccharide du type Man79(GIcNAc)2. Cette enzyme glycosyle
seulement les protéines mal repliées ou non-repliées présentant au moins un
oligosaccharide Man79(GIcNAc)2. Le RE contient aussi deux protéines ayant des propriétés
de lectine, la calnexine ancrée à la membrane du RE, et la calréticuline soluble. Ces
RE
Dol = dolichol = mannose
•
= N-acétylglucosamine = glucose
GIc3Man9(GIcNAc)2
Man8(GIcNAc)2
Figure 3 Biosynthèses des protéines avec des oligosaccharides N-liés
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chaperons moléculaires lient les oligosaccharides sélectivement reglucosylés (GlciMan7
g(G1cNAc)2, ce qui prévient le repliement des régions adjacentes. Occasionnellement, les
protéines se dissocient spontanément de la cainexine et de la cairéticuline pour être
immédiatement déglucosylées par la glycosidase II; si elles sont bien repliées, elles ne
seront pas reglucosylé et ne lieront pas ces chaperons moléculaires. Donc, la cainexine et
la cairéticuline aident à prévenir le repliement précoce de certains segments de
glycoprotéines néo-synthétisées et retiennent les glycoprotéines mal repliées au RE. Ces
deux lectines permettraient également le recrutement de l’ERp57IPDI (l’isomérase des
ponts disulfures) qui favorise la formation des ponts disulfures natifs (Ellgaard et Frickel,
2003). La formation de ces ponts covalents est souvent essentielle au repliement des
protéines synthétisées au RE.
La machinerie du contrôle de qualité du RE ne nécessite pas forcément la présence
d’oligosaccharides N-liés. Par exemple, la BiP (immunogtobin heavy chain binding
protein), une protéine chaperonne du RE de la famille Hsc70 (heat shock complex 70),
assiste aussi le repliement des protéines en s’associant transitoirement avec les protéines
naissantes et ce indépendamment des olïgosaccharides. BiP permet aussi le transport
rétrograde des protéines mal repliées au cytoplasme où l’ubiquitinatïon des ces protéines
défectueuses entraîne leur dégradation par le protéasome (Ahner et Brodsky, 2004).
1.2.1.2 La protéolyse
Mis à part le clivage du peptide signal au RE, les protéines transitant par la voie
sécrétoire peuvent subir une protéolyse ciblée ou être dégradées. Plusieurs classes de
protéases, habituellement actives tardivement dans la voie sécrétoire (TGN, granules de
sécrétion, surface cellulaire, endosomes et lysosomes), dégradent ou modulent leur activité
par la protéolyse.
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Il existe deux grands types de protéolyse: l’endoprotéolyse (endoprotéases) et
l’exoprotéolyse (exoprotéases). La première consiste en la coupure d’un lien peptidique
entre deux acides aminés qui n’ont pas de groupement Œ-carboxyle ou Œ-aminé libre, alors
que l’exoprotéolyse consiste en la coupure d’un lien peptidique d’un acide aminé ayant une
extrémité N-terminale (aminopeptidase) ou C-terminale (carboxypeptidase) libre.
La nomenclature des sites de reconnaissance des endoprotéases
fl fut noté à plusieurs reprises que les endoprotéases clivent des substrats
préférentiellement à certains sites. Par exemple, la trypsine coupe des précurseurs en C-
terminal de certains résidus Arg ou Lys et la chymotrypsine le fait préférentiellement après
des résidus aromatiques. Des études sur la spécificité de la papaïne par Schechter et Berger
ont mené à la proposition (Schechter et Berger, 1967) que les protéases reconnaissent les
séquences autour du lien scissile en accommodant les chaînes latérales du substrat aux sites
de reconnaissance correspondants de l’enzyme (sous-site). C’est ainsi qu’une nomenclature
fut établie pour nominer ces résidus du substrat et les sites de reconnaissance correspondant
de l’enzyme, cette terminologie reste encore très répandue de nos jours. Selon cette
nomenclature, les résidus sont désignés comme Pi, P2, P3, etc., en prenant comme point
de départ le lien scissile et en comptant vers l’extrémité N-terminale. Ces résidus sont
reconnus par des sous-sites correspondants de l’enzyme désignées Si, S2, S3, etc. (ex. le
Pi du substrat est reconnu par le Si de la protéase) (Figure 4). Les résidus C-terminaux au
lien scissile sont désignés comme positions prime (Pi’, P2’, etc.). De même, ces positions
prime sont reconnues par les sous-sites correspondant Si’, S2’ et ainsi de suite.
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Figure 4 Représentation schématique de la pochette catalytique de la furine selon la
nomenclature de Schechter et Berger (1967)
Les sous-sites sont indiqués en bleu et tes résidus (P1-P6) du substrat en noir. ‘Adapté de
Siezen et coït. 1994).
1.3. L’endoprotéolyse limitée à ces sites comprenant des
acides aminés basiques
Une multitude de protéines sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs afin
d’être activés par endoprotéolyse à des sites précis. La protéolyse limitée régule donc
l’activité spatio-temporelle des précurseurs protéiques dans les compartiments cellulaires
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où l’activité de la protéase est séquestrée. Ce procédé ancestral a été rapporté chez tous les
organismes vivants, les virus et les prions.
À la fin des années soixante, deux groupes de recherches indépendants ont proposé
l’hypothèse que les peptides hormonaux étaient synthétisés sous forme de précurseurs de
haut poids moléculaire et que ces peptides étaient convertis de façon post-traductionnelle en
formes bïologiquement actives (Steiner et coli., 1967; Chretien et Li, 1967). Steiner et al.
(1967) démontrèrent, par des expériences de marquage métabolique, que les deux chaînes
matures de l’insuline étaient produites par le clivage d’un précurseur de haut poids
moléculaire: la pro-insuline. Le séquençage des acides aminés a permis d’identifier les
sites de coupure de la pro-insuline comme étant des doublets basiques (Lys-Arg et Arg
Arg). Indépendamment, Chrétien et Li (1967) ont démontré qu’un mécanisme similaire
régissait la maturation d’un autre précurseur hormonal, la 3-LPH (fi-tipotropin hormone) à
un site comprenant des doublets d’acides aminés basiques. Par la suite ce schéma se répéta
pour plusieurs autres hormones peptidiques et d’autres types de protéines transitant par la
voie sécrétoire conmie : les facteurs de croissance, neurotrophines, récepteurs, molécules
d’adhésion, pro-protéases, des glycoprotéines virales et des toxines bactériennes (Thomas,
2002; Seidali et Chrétien, 1999). Finalement, l’avancement des techniques de biologie
moléculaire qui suivit ces découvertes permit de mettre en évidence l’importance des





Figure 5 Représentation schématique de l’endoprotéolyse limitée de la pro-insuline
Les flèches noires indiquent la position des deux coupures de la pro-insuline. (Adapté de
Loeb et cou. 2000)
1.3.1 Les types de précurseurs
L’accumulation de données aux cours des nombreuses années d’études des
précurseurs protéiques et peptidiques ont permis d’identifier différents motifs de clivage.
Seidah et collaborateurs (1998) proposent une classification des précurseurs clivés en aval














a) Type I motif RX(K/R)R
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Ce type de motif est défini par la présence d’acides aminés basiques en Pi, P2 et P4. On
retrouve habituellement une chaîne aliphatique comme la Val, Leu, fie en P2’. Ce type de
précurseurs est généralement synthétisé dans une grande variété de types cellulaires. On
retrouve plusieurs substrats correspondants à ce motif de clivage : les glycoprotéines de
surface virales, des facteurs de croissance, des pro-métalloprotéases, des toxines
bactériennes, des molécules d’adhésion et plusieurs autres.
b) Type fi: motif dibasique (K/R)(K/R)L
Ce type est caractérisé par une coupure du lien peptidique en aval d’un doublet basique,
on retrouve habituellement en P4 ou P6 des résidus chargés positivement comme Arg et
Lys. La majorité des pro-hormones se retrouvent dans cette catégorie, comme la pro
opiomélanocortine (POMC) et la pro-insuline.
c) Type ifi: motif R(X)R.L (n=2,3,4)
Ces protéines sont coupées en C-terminal d’une simple arginine. La présence d’un
résidu basique en P4, P6 ou P8 serait essentielle à la protéolyse de ce type de précurseur.
Ce type comprend des peptides hormonaux comme la pro-dynorphine, la pro-somatostatine,
et des facteurs de croissance comme la pro-EGF (epithetiat growth Jactor), l’IGF I et II
(insutin growthfactor I —II).
d) TypeW
Le type W inclus les protéines coupées après un motif monobasique ou dibasique. Ces
précurseurs diffèrent du type I et ifi par la présence en P2’ d’un acide aminé basique (P2’ R
ou K). Ce groupe contient des précurseurs hormonaux comme le pro-MutÏerian Inhibiting
Substance (pro-MIS), le pro-glucagon ainsi que le pro-récepteur PTP-p. (Campan et coll.,
1996).
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Tableau 1 Classification des substrats clivés après des arginines selon Seidah et cou.
(199$)




























Pro-récepteur de la leptine
Pro-LRP
Toxines bactériennes
PA de B. Anthracis
Toxine diphtérique
Toxine R de C. septicum
Pro - aéro lys me
P6- P5- P4- P3- P2- Pi Pl’-P2’
X-X-R-X-K/R-RX-X
Lys -Glu-Arg-Ser-Lys -Arg Ser-Ala
Phe -Asp -Arg - Lys - Lys -Arg Gly- Tyr
Lys -Arg-Arg- Thr - Lys -ArgAsp -Val
Arg-Arg-Arg-Val -Lys -Arg Ser-Leu
Lys -Arg-Arg-Val -Lys -ArgGln-Va1
Lys - Lys -Arg - Thr - Lys -ArgAsp -Tyr
Lys -Arg-Arg-Ala-Lys -Arg Ser-Vai
Leu- Leu-Arg - Lys - Lys -Arg Thr- Thr
Val -His -Arg-Val -Lys -ArgArg-Ala
Arg-Asn-Arg-G1n-Lys-ArgL Phe-Val
Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg Ser-Ser
Ser-Met -Arg-Val -Arg-ArgHis -Ser








Pro -Gln-Arg -Arg -Arg -ArgI’ Gln- Leu
Asn-Ser-Arg-Lys -Lys -ArgGlu- 11e
Arg-Asp-Arg-Arg-Arg-ArgG1u-Leu
His -Lys -Arg-Asp-Arg-ArgGln- 11e




Lys -Arg-Arg-Gly-Lys -Arg Ser-Val




Virus de l’influenza aviaire(HA)
Virus de la maladie de Borna (gp)
Virus de la rubéole (F0)
Virus de la maladie de Newcastle
Virus respiratoire syncytial (Fa)
Cytomégalovirus humain f gB)
Virus de la varicelle-zoster (gB)
Virus de la rubéole (F0)
Virus Ebola (GP, souche Zaïre)
Virus de la fièvre j aune (prM)
Virus TEE (prM)
Virus du Nue occidental (prM)









Autres précurseurs de protéines






Pro - cadhérine - E
Pro-collagènes humain OEl (V)
Val -Gln-Arg-Glu-Lys -ArgA1a-Va1
Lys -Lys -Arg-Glu-Lys -ArgGly-Leu
Leu-Lys -Arg-Arg-Arg-ArgAsp-Thr
Ser-Arg-Arg-His -Lys -Arg Phe-Ala
Gly-Arg-Arg-Gln-Arg-ArgPhe- 11e
Lys -Lys -Arg-Lys -Arg-Arg Phe-Leu
Asn-Asn-Arg-Ala-Arg-Arg Glu- Leu
His -Asn-Arg-Thr-Lys -Arg Ser-Thr
Asn-Thr-Arg-Ser-Arg-Arg Ser-Val












Leu-Asn-Arg - Pro - Lys -Arg Tyr -Asn
Lys -Glu-Arg-Arg-Lys -Arg Ser-Val






Séquences du site de clivage TYPE II












G? du virus Ebola (Reston) Thr-Arg-Lys-Gln-Lys-ArgSer-Val
Pro -Hormones
POMC
(JP/ACTH) Pro-Arg-Glu-Gly-Lys -Arg Ser-Tyr







Pro-gastrine Ala-Ser-His -His -Arg-ArgGln-Leu
Met -Asp-Phe-Gly-Arg-Arg Ser-Ala
Pro-glucagon Met-Asn-G1u-Asp-Lys-ArgH±s -Ser
Pro-GLP-l Asn-Asn- Ile-Asp-Lys -ArgSer-Thr
Pro -Neuropeptides
POMC(3LPH/Fin) Pro-Pro-Lys-Asp-Lys-ArgTyr-Gly
Pro-enképhaline Gly-Gly-Phe-Met -Lys -ArgAsp-Ala
Met -Asp-Tyr-Gln-Lys -ArgTyr-Gly
Gly-Gly- Phe -Leu-Lys -Arg Phe -Ala
Pro-dynorphine Arg-Lys -Gin-Ala-Lys -ArgTyr-G1y
Glu-Asp-Leu-Tyr-Lys -ArgTyr-Gly
Arg-Lys -Tyr- Pro-Lys -Arg Ser-Ser
Pro-nociceptine/orphanine Lys -Gln-Leu-Gln-Lys-ArgMet-Pro
0 34














Humain OEl (XI) Ser-Lys-Lys-Thr-Arg-ArgHis-Thr





Pmel -17 Leu-Arg-Leu-Val -Lys -ArgGln-Val
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o
Séquences du site de clivage TYPE III












Gp160 VII-I-1 (boucle V3)
Virus de Nipah (Fa)
Influenza pandémie 1918 (HA)
Toxines bactériennes
exotoxine A de P. aeruginosa
toxine de Shiga
Pro-Hormones
Gly- Leu-Arg - Leu- Pro -Arg 1’ Glu- Thr
Thr-Met -Arg-Lys -Pro -Arg’ Cys -Gly





















Séquences du site de clivage TYPE IV
P6- P5- P4- P3- P2- Pi P1’-P2’











1.4. Les convertases de pro-protéines
Les travaux de pionnier avec la levure de boulanger, Saccharornyces cerevisiae, ont
initié l’identification de plusieurs endoprotéases responsables de la maturation de
précurseurs à des sites basiques à travers le règne animal, fongique et végétal. Une souche
mutante du gène KEX2 de cette levure est à l’origine de la découverte de cette famille de
protéases de la voie sécrétoire. Une souche mutante kex2 qui ne produit pas de toxine
tueuse (killer toxin) et de rnatingJactor-a (MATa) actifs, fut isolée. La complémentation
de cette souche avec le gène sauvage (KEX2) démontra son rôle critique dans le clivage
spécifique de ces deux précurseurs (Julius et cou., 1984). L’analyse de la séquence du gène
codant pour la kex2p (la kexine) révèle que le domaine catalytique de l’enzyme était
similaire à ceux des protéases bactériennes à sérine de la famille des subtilisines, suggérant
fortement que la kex2p, une endoprotéase, et que des homologues de mammifère
cliveraient plusieurs peptides hormonaux (Mizuno et cou., 1989). Suivant cet ordre d’idée,
on démontra l’activité de la kexine envers des précurseurs hormonaux de mammifère
(Thomas et coil., 1988). Finalement, sa caractérisation in vitro permit la confirmation de
son activité enzymatique et de sa spécificité pour des doublets basiques Lys-Arg ou Arg
Arg (Fuller et coli., 1989a).
La séquence de la kexine permit la recherche dans les banques de données d’un
homologue de mammifère. Le gène fur fut identifié puisqu’une forte homologie de
séquence existe entre leurs domaines catalytiques (Fuller et coli., 1989b). Le gène fur
découvert précédemment par Roebroek et al. (1986) tient son nom d’une étude génétique
du proto-oncogène c-fes/fps (fur signifiant c-fes/fps upstream region). Rapidement, on
démontra que le produit de ce gène, furin, (Roebroek et coll., 1986) transformait
correctement des précurseurs de facteurs neurotrophiques, des protéines du sérum et des
facteurs de pathogènes (Bresnahan et colI., 1990; Wise et coll., 1990; Molloy et coll.,
1992).
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Par la suite, six autres homologues de mammifères à la kexine, cormnunément
appelés convertases de pro-protéines (PC) ont été clonés par des stratégies de PCR
(polymerase chain reaction) en utilisant des oligonucléotides dégénérés ciblant l’homologie
de séquences existant entre les domaines catalytiques de la kexine et de la furine. Ces PCs
aux acronyme diverses: ftrinJPACE/SPC1 (Roebroek et coil., 1986), PC1/PC3/SPC3
(Seidah et coll., 1991; Smeekens et coll., 1991), PC2ISPC2 (Seidah et cou., 1990;
Smeekens et Steiner, 1990), PACE4/SPC4 (Kiefer et cou., 1991), PC4/SPC5 (Seidah et
cou., 1992; Nakayama et cou., 1992), PC5IPC6ISPC6 (Lusson et cou., 1993; Nakagawa et
coli., 1993), PC7/LPC/PC$/SPC7 (Bruzzaniti et cou., 1996; Meerabux et coll., 1996;
Seidah et coll., 1996b) représentent les membres classiques de la famille des PCs de
mammifères.
Plus récemment, deux autres subtilases de mammifère on été identifiées : SKI
liS 1P (subtitisin Kexin isofomi 1/site-] protease) (Sakai et coli., 1998; Seidah et coll.,
1999) et NARC-1JPCSK9 (neural apoptosis-regutated convertase ]/proprotein convertase
subtllisin/kexin type 9) (Seidah et coll., 2003). La SKI-l et NARC-1 sont entre autre
impliquées dans l’homéostasie du cholestérol intracellulaire puisque SKI-l régule la
transiocation au noyau des facteurs de transcription SREBP-l et -2 (sterol regutatoiy
etement-binding proteins) (Sakai et cou., 1998), tandis que des mutations du gène PCSK9
sont liées à un type d’hypercholestérolémie autosomique dominante (Leren, 2004; Shioji et
coil., 2004; Timms et coll., 2004; Abifadel et coll., 2003) parce qu’il régule négativement
l’expression du récepteur des LDL (low density tipoprotein) (Rashid et coll., 2005;
Maxwell et coll., 2005; Benjannet et cou., 2004; Maxwell et BresÏow, 2004).
1.4.1 La phylogénie des PCs de mammifères
Les PCs font partie de la super-famille des subtilisines (subtilases). Ce type de
protéases est présent dans une multitude d’organismes dont $ les archéobactéries, les
eubactéries et les eucaryotes (Siezen et Leunissen, 1997). Siezen et Leunissen (1997) ont
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établi une nouvelle classification de la superfamille des subtilases, qui est fondée sur
l’homologie de séquence des domaines catalytiques. Les membres de cette superfamille
possèdent des peptides signaux à leurs extrémités N-terminales, un domaine pro et un
domaine catalytique contenant une triade Asp137-Hisj6g-Ser225 (cette numérotation
correspond au membre fondateur de la superfamille, la subtilisine BPN’) essentielle à la
catalyse du lien peptidique.
Cette superfamille est subdivisée en six familles Subtilisine, Thermitase, Kexine,
Pyrolysine, Protéinase K et Lantibiotique peptidases (Figure 6). À ce jour, les seules
subtilases identifiées chez les mammifères sont les PCs, SKI-1 et NARC-1. Les PCs faisant
parties de la famille Kexine, SKI-1 de la famille Pyrolysine et NARC-1 de la famille
Protéinase K (Siezen et Leunissen, 1997; Seidah et coll., 2003).
















(Adapté de Siezen et Leunissen, 1997)
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1.4.2 Classification des subtilases de mammifères
De façon générale, la distribution tissulaire et cellulaire des PCs a été
exhaustivement étudiée par des techniques d’immunocytochimie et d’hybridation in situ.
Ces travaux permirent de classifier les PCs selon leur distribution tissulaire et leur
localisation cellulaire. Seidah et collaborateurs (1998), ont proposé une classification des
PCs en quatre classes.
La première classe regroupe la furine, PC7 et PC5B (isoforme de PC5 ancré par un
domaine transmembranaire) qui se localisent dans la voie sécrétoire constitutive, plus
particulièrement aux vésicules dérivées du TGN (Molloy et cou., 1994; De Bïe et cou.,
1996; Wouters et cou., 1998). Ces convertases sont associées au clivage de plusieurs
précurseurs transitant dans la voie sécrétoire constitutive et elles sont exprimées dans
plusieurs tissus. On retrouve en abondance la furine dans le foie et la rate, PC7 dans le
thymus et PC5B dans le colon, au cortex rénal et au système digestif (Seidah et cou., 199$;
Seidah et cou., 1996b). Ces PCs sont d’ailleurs toutes liées aux membranes lipidiques par
un domaine transmembranaire de type I et elles possèdent aussi des queux cytoplasmiques
intimement associées à leur trafic cellulaire (Thomas, 2002; Xiang et cou., 2000).
La deuxième classe comprend PCi et PC2, ces convertases sont restreintes aux
cellules neurales et endocriniennes (Marcinldewicz et cou., 1994; Marcinkiewicz et cou.,
1993). De plus, leurs formes actives se retrouvent dans les granules de sécrétion matures
(Zhou et Lindberg, 1993). Les PCs associées à ces granules spécialisés sont considérées
comme PCs de la voie sécrétoire régulée.
La troisième classe comprend PC5 et PACE4, ces enzymes sont aussi bien associées
aux cellules endocrines et neurales qu’aux cellules dépourvues de granules de sécrétion
(Seidah et Chretien, 1997). L’isoforme soluble de PC5, PC5A peut cependant être ciblé
aux granules de sécrétion (De Bie et coli., 1996) ou à un compartiment précoce de la voie
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sécrétoire régulée (Villeneuve et cou., 2000; Barbero et col!., 1998) tout comme PACE4A
(Mains et cou., 1997). Lactivité de ces deux PCs n’en est pas pour le moins restreinte aux
cellules du système neuroendocrinien, puisque qu’elles clivent des substrats dans des
lignées cellulaires dépourvues de granules de sécrétion (Decroly et cou., 1996; Horimoto et
col!., 1994; Seidah et col!., 1996a).
La quatrième classe ne comprend que PC4 dont l’expression est restreinte aux
spermatocytes et à certains macrophages associés aux ovaires (Mbikay et coli., 1997;
Tadros et cou., 2001).
Figure 7 Distribution cellulaire des PCs
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1.4.3 La structure primaire des PCs
L’identification des PCs a rapidement mis en évidence leur grande spécificité envers
les motifs de clivage basiques. La structure des PCs n’est naturellement pas étrangère à son
ancêtre bactérien. Tout comme la subtilisine, elles sont composées en N-terminal d’un
peptide signal, d’un domaine pro et d’une unité catalytique. Par contre, des domaines
additionnels absents chez son homologue procaryote s’ajoutent en C-terminal du domaine
catalytique. Le domaine P ou homo-B est présent chez toutes les PCs de la famille Kexine
mais en aval de celui-ci on remarque une grande variabilité. L’épissage alternatif des gènes
PC4, PC5 et PACE4 engendre une diversité encore plus grande des régions C-terminales




















Peptide Signal — Domaine riche en cystéines
Prodomaine Région amphipatique
Domaine Catalytique Domaine transmernbranaire
I Séquence RG(DIE) — Domaine cytoplasinique
— Domaine P t Site de N-glycosylation
Domaine riche en Serffhr
Figure $ Schéma des domaines des PCs de la famille Kexine
La triade catalytique (DHS) en blanc et / ‘Asît oit Ï ‘Asp de Ï ‘oxvctnion unie, en tttrqttoise,
son t illustrés.
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1.4.3.1 Le domaine catalytique
Comme son nom l’indique, ce domaine est directement impliqué dans l’hydrolyse
du lien peptidique. Le domaine catalytique des convertases s’étend sur environ 240 acides
aminés et il est le plus conservé des PCs. Presque toutes les subtilases sont des protéases à
sérine qui clivent des liens amides ou esters par un mécanisme classique dépendant de la
triade catalytique Ser (qui fournit l’hydroxyle nucléophile pour l’attaque du lien scissile),
His (qui sert de base catalytique pour la déprotonisation de la Ser nucléophile) et Asp (qui
stabilise la charge positive de l’His protonné). Lors de l’attaque du lien scissile, la
formation d’une charge négative sur l’oxygène du carbonyle est stabilisée par l’oxyanion
hote qui fournit une paire de liens hydrogènes donneurs à l’atome d’oxygène du carbonyle.
Chez la subtilisine et les PCs un des donneurs de ces ponts hydrogène est l’amide du
squelette peptidique et l’autre est l’amide de la chaîne latérale d’un résidu Asn conservé de
l’oxyanion hole.
Suite à la liaison initiale du substrat à la sérine protéase, la première réaction
chimique à survenir est l’acylation qui a lieu lors de l’attaque du lien scissile par la sérine
catalytique. Par la suite, le produit de la réaction C-terminale au lien scissile est relâché et
la Ser nucléophile reste liée par un lien ester au reste du polypeptide (la portion N-
terminale). Cet intermédiaire d’enzyme acylée est hydrolysé par une molécule d’eau
(déacylation), générant ainsi un produit de clivage N-terminal qui est libéré du complexe
enzyme substrat. Contrairement à la subtilisine ou l’acylation du substrat est l’étape limite,
chez les PCs la déacylation de l’intermédiaire d’enzyme acylée est très lente et elle
représente l’étape limite du cycle catalytique (Rockwell et Fuller, 2001). Par contre, les
ions potassium favoriseraient la déacylation de la furine et de la kexine par un mécanisme











Complexe de Michaelis (ES) Acylation
Figure 9 Mécanisme de la catalyse du lien peptidique par les protéases à sérine
Le domaine catalytique est riche en résidus acides au niveau des sites de
reconnaissance des substrats, cette particularité expliquerait la spécificité des PCs pour les
substrats présentant des motifs riches en résidus basiques (Siezen et coll., 1994; Henrich et
coiL, 2003; Holyoak et coll., 2003).
1.4.3.2 Le domaine pro
En général, les protéases à sérine sont synthétisées sous forme de précurseurs
inactifs (zymogènes) dont la région N-terminale (domaine pro) interagit étroitement en cis
avec le domaine catalytique. Le domaine pro de la subtilisine BPN’ agit à la fois comme
chaperon intramoléculaire et d’inhibiteur de l’activité enzymatique (Eder et cou., 1993a;
V
Produit N-terminal lié (EP) Déacylation Enzyme acylé
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Eder et cou., 1993b; Matthews et cou., 1975). Le domaine pro de la BPN’ permet la
transition d’un intermédiaire de repliement en une conformation active (Eder et cou.,
1993a). Une fois le repliement de l’enzyme induit, le domaine pro n’est plus nécessaire à la
stabilité et à l’activité de l’enzyme mature (lkemura et coll., 1987); il agit alors comme
inhibiteur. L’étape finale de l’activation est l’autolyse du domaine pro qui libère la poche
catalytique et permet subséquemment le clivage de substrats en u-ans.
Dans l’ensemble, le mécanisme d’activation des PCs est semblable à la subtilisine.
Des résultats expérimentaux mettent en valeur la dualité d’action des domaines pros des
PCs comme chaperons intramoléculaires et inhibiteurs réversibles (Boudreault et coll.,
1998; Anderson et cou., 1997; Nour et coil., 2003; Lesage et coll., 2000; Lesage et coll.,
2001; fugere et coll., 2002). L’extrémité C-terminale de tous les domaines pros des PCs est
délimitée par un motif RXKR, le site de clivage autocatalytique primaire (Tableau 2). Ce
motif correspond à la spécificité générale des PCs.
Le domaine pro assiste le repliement de l’unité catalytique en sa forme active,
permettant ainsi au zymogène de le couper au site canonique (RXKR). À l’exception de
PC2, la coupure du domaine pro au site primaire serait une condition sine qua non à la
sortie de l’enzyme du RE (Creemers et colt., 1995). Bien que ce domaine soit clivé au RE,
cette seule coupure n’induit pas la dissociation de l’enzyme de son domaine pro (Anderson
et coÏl., 1997). Les travaux d’Anderson et collaborateurs (1997) ont permis d’établir que la
coupure à un second site, en amont du site primaire (le site secondaire), s’avère essentielle
à l’activité de l’enzyme. Contrairement au site primaire, la coupure du site secondaire est
lente et requiert un pH légèrement acide (6.0) et ainsi qu’une forte concentration en calcium
(Anderson et colt., 1997). Ces conditions prévalent seulement tardivement dans la voie
sécrétoire. À l’instar du site primaire, le clivage au site secondaire est autocatalytique et
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Figure 10 Modèle de l’activation de la furine
Argi 07 et 75 correspondent respectivement au F] du site primaire et secondaire du
domaine pro de lafurine. (Adapté de Thomas et cou. 2002)
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Les domaines pros de SKI-1 et NARC-1 sont également clivés à leurs extrémités C-
terminales respectives, RRLL.L pour SKI-1(Espenshade et cou., 1999; Toure et col!., 2000)
et VFAQ pour NARC-1 (Naureckiene et cou., 2003; Benjannet et cou., 2004).
Contrairement aux PCs de la famille Kexine, ces coupures ne suivent pas un résidu Arg,
mais tout coimne les PCs spécifiques aux motifs basiques, les études de différents substrats
de SKI-1 permettent de confirmer que le motif de clivage RRLL4. présent en C-terminal de
son domaine pro est strictement ou partiellement conservé aux sites de clivage de ses
substrats (Toure et coIl., 2000; Lenz et coll., 2001; Vincent et coll., 2003; Beyer et coil.,
2003; Ye et coll., 2000).
1.4.3.3 Le domaine P
En aval du domaine catalytique se trouve un domaine d’environ 150 acides aminés: le
domaine P ou domaine homo B (Wilcox et Fuller, 1991). Absent chez les subtilisines
bactériennes, ce domaine serait crucial au bon repliement et au maintien de la structure du
domaine catalytique (Ueda et cou., 2003; Henrich et coll., 2003; Holyoak et coil., 2003).
De plus, il influencerait le pH optimum et régulerait aussi la dépendance de l’activité au
calcium (Zhou et coll., 199$). Le domaine P est essentiel à l’activité intracellulaire des PCs
puisqu’une courte délétion et même une mutation ponctuelle de ce domaine peuvent rendre
les PCs inactives (Hatsuzawa et coll., 1992; Takahashi et coll., 1993; Gluschankof et Fuller,
1994).
On retrouve dans ces domaines un motif RGD (RGE pour PC7). Le motif RGD est
également présent dans certaines protéines de la matrice extracellulaire comme: la
fibronectine, le fibrinogène et la vitronectine. Ce tripeptide représente un arrangement
d’acides aminés minimal reconnu par certaines intégrines qui adhèrent à ces composantes
de la matrice extracellulaire. La fonction du RGD sur l’activité des PCs reste encore
nébuleuse. fl fut suggéré que ce motif conservé permet l’interaction spécifique des PCs
avec certaines intégrines. Pourtant, aucune interaction intracellulaire ne semble prévaloir
entre l’intégrine Œ5131 et PCi (Rovere et coll., 1999). Par contre, ce motif semble important
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pour son trafic puisqu’une mutation du RGD en RGE empêche l’entrée de PCi aux
granules de sécrétion, ce phénomène pouffait être expliqué par une réduction marquée de la
stabilité de PCi (Lusson et coiL, 1997).
1.4.3.4 Le domaine C-terminal
Les régions en aval du domaine catalytique sont très variables entre les PCs. Elles
peuvent contenir des régions riches en cystéines, des domaines riches en sérine/thréonine,
des régions amphipatiques ou des segments transmembranaires de type I suivis de
domaines cytoplasmiques (Figure 7). En général, ces domaines régulent la localisation
cellulaires des PCs (Seidah et cou., 1998).
Par exemple, les domaines C-terminaux de PCi et PC2 semblent avoir le potentiel
de former des hélices amphipatiques qui les ciblent aux granules de sécrétion (Jutras et
cou., 2000; Assadi et cou., 2004). De plus, l’épissage alternatif de la région C-terminale de
PC5 contrôle aussi l’adressage de cette convertase aux granules de sécrétion (PC5-A, 915
aa.) ou au TGN (PC5-B, 1877 aa.) (De Bie et coll., 1996; Xiang et coil., 2000). De Bie et
coil. (1996) ont noté que PC5A est adressée aux granules de sécrétion tandis que la forme
longue se localise majoritairement au TGN des cellules AtT-20. À l’instar de PCi, un
court segment (Ma872-G1n915) de l’extrémité C-terminal contient l’information nécessaire à
son entrée dans la voie sécrétoire régulée (De Bie et coll., 1996).
Les PCs peuvent être tronquées de leurs domaines C-terminaux par protéolyse, cette
protéolyse peut être autocatalytique, dans le cas de PCi (Zhou et Lindberg, 1993) ou par
d’autres protéases pour PC5A (Nour et coll., résultats non publiés) et la furine (Denault et
coll., 2002; Plaimauer et coll., 2001). PC5B et la furine peuvent être aussi clivées à même
leurs domaines riches en cystéines, ces coupures les rendent solubles (De Bie et coll., 1996;
Xiang et cou., 2000; Plaimauer et coll., 2001). Le rôle précis de cette maturation demeure
toutefois inconnu. Finalement, la troncation systématique des domaines C-terminaux
n’influence pas l’activité intrinsèque des PCs. (Ueda et coil., 2003; Zhou et colI., 1998;
Zhou et coll., 1995).
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Les queues cytoplasmiques
Les queues cytoplasmiques des PCs membranaires contiennent des signaux qui les
localisent au TGN (Molloy et cou., 1994; Thomas, 2002). Les études sur le trafic cellulaire
de la furine réalisées par l’équipe du laboratoire du Dr. Gary Thomas ont grandement
contribué à la compréhension du mouvement cellulaire dynamique de la furine entre le
TGN, la surface cellulaire, les granules de sécrétion immatures et les endosomes.
L’itinéraire parcouru par la furine à travers ces nombreux compartiments explique en
partie sa capacité à cliver une grande collection de substrats in vivo.
La localisation au TGN
La majorité du pool de furine se retrouve au TGN, cette localisation dépend du
motif biparti composé d’un amas local de résidus acides comprenant deux sérines
phosphorylables (EECSDSEEDE) par la caséine kinase II (CKU) (Voorhees et coll., 1995)
et d’un segment proximal à la membrane comprenant deux motifs hydrophobiques (XKGL
et LI) (Teuchert et coll., 1999). Ce signal biparti contrôle les deux étapes d’une boucle
cyclique locale du trafic de la furine entre TGN et les endosomes. Le signal proximal à la
membrane permet son bourgeonnement du TGN aux endosomes dans des vésicules
recouvertes de clathrine, alors que le motif acide phosphorylé permet son retrait des
ensodomes vers le TGN. Cette concentration locale de la furine expliquerait son activité au
TGN sur plusieurs substrats.
Le bourgeonnement du TGN
On connaît peu le mécanisme par lequel la furine bourgeonne du TGN. Cependant, la furine
est associée à des régions du TGN enrobées de clathrine grâce aux motifs hydrophobiques
qui recrutent des protéines adaptatrices comme l’AP-l, qui en collaboration avec des GGAs
(Costaguta et coll., 2001) (Gotgi-tocaÏized, gamma-ear-containing, ARF-binding proteins)
permettent probablement le transport de la furine aux endosomes à partir des vésicules
recouvertes de cÏathrine.
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Le retrait des endosomes vers le TGN
Le trafic de la furine des endosomes au TGN est beaucoup mieux compris. Le domaine
acide phosphorylé par la CUl interagit avec un connecteur de triage, le PACS-1
(phosphojurin acidic ctuster sorting protein-]). Le complexe la furine-PACS-1 recrute
l’AP-l qui permet le transport de ce complexe ternaire dans des vésicules recouvertes de
clathrine. Ces vésicules bourgeonnent des endosomes et fusionnent au TGN. Ce transport
des endosomes au TGN nécessite aussi l’ABP-280, une flamme non-musculaire impliquée
dans la liaison des filaments d’actine.
PACS-1 est aussi nécessaire au transport des endosomes vers le TGN de plusieurs
autres protéines ayant des domaines acides cytoplasmiques comme: PC5B, la
glycoprotéine gB du cytomégalovims humain, la gE du virus de la varicelle zoster, le
récepteur du mannose-6-phosphate, la protéine Nef du VN et VAMP-4 (Thomas, 2002).
L’ endocytose
Une proportion significative de la furine endogène se retrouve également à la
surface cellulaire (Mayer et coll., 2003) à proximité de l’intégrine uvf33 et de la pro-MTÏ
MMP (pro-membrane type-] matrix metaïtoprotease), deux substrats de la furine
généralement associés à la surface cellulaire (Lissitzky et coil., 2000; Yana et Weiss, 2000).
L’ancrage de la furine au filament d’actine par l’ABP-280 diminue son intemalisation et
par conséquent devrait favoriser sa résidence à la surface cellulaire. Par opposition, le
motif YKGL (YXX(L/I)) recrute sélectivement l’AP-2 et permet l’endocytose de la furine
dans des puits recouverts de clathrine. Une fois présente dans les endosomes précoces, la
furine peut être retournée à la surface cellulaire ou au TGN. La phosphorylation par la CKII
du motif acide permet le transport des endosomes précoces à la membrane plasmique tandis
que la forme déphosphorylée par la protéine phosphatase 2A (PP2A) est acheminée
probablement à des endosomes tardifs intermédiaires où la phosphorylation par CKTI
permet son transport au TGN. Donc, la furine cyclerait entre le TGN et les endosomes ou
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entre les endosomes précoces et la surface cellulaire. Ce transport serait régulé par la
phophorylation du domaine acide.
En conclusion, la localisation cellulaire de la furine active dans le TGN, la surface
cellulaire et dans la voie endocytaire influence la compartimentalisation du clivage de ses
substrats. Ces travaux nous permettent d’apprécier le trafic cellulaire de la furine et son
incidence sur la maturation de ses substrats.
1.4.4 La spécificité des subtilases de mammifères et de la kexine
La localisation cellulaire des formes actives des PCs a naturellement une incidence
directe sur la maturation de ces substrats (Thomas, 2002). Une fois co-localisée avec un
substrat potentiel, la PC doit reconnaître sa cible et hydrolyser le lien scissile afin d’exposer
l’activité du substrat mature. Contrairement à son homologue bactérien, les subtilases de
mammifère ne sont pas dites dégradantes ou non-spécifique (Gron et cou., 1992). En
d’autres termes, elles possèdent une très forte spécificité envers des substrats arborant des
motifs de clivage basiques. L’origine de cette grande spécificité restait théorique (Siezen et
cou., 1994) jusqu’à l’obtention récente des structures crystallographiques de la furine
(Henrich et cou., 2003) et de la kexine (Holyoak et col!., 2003).
Différentes approches expérimentales ont pu déterminer la spécificité générale des
PCs. Ces approches se résument à deux volets, l’approche in vivo et in vitro. L’approche in
vivo consiste à muter certains résidus du site de clivage du substrat et d’évaluer l’impact de
la mutation sur la protéolyse du substrat dans un type cellulaire donné. De telles études de
mutagenèse dirigée permirent la définition des résidus importants au clivage et les
préférences des PCs pour des acides aminées particuliers à des positions précises.
L’approche in vitro consiste à digérer un précurseur avec la PC isolée où les
paramètres expérimentaux sont plus facilement contrôlés. Par contre, certains désavantages
sont associés à cette approche car il est souvent difficile d’obtenir une quantité suffisante de
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substrat et les conditions nécessaires à l’activité in vitro sont empiriques et parfois difficiles
à définir. La production de peptides synthétiques reproduisant le site de clivage des certains
substrats ou de protéines recombinantes permettent l’obtention des grandes quantités de
substrats nécessaires à l’exécution d’études de cinétique enzymatique. Plusieurs peptides
modifiés ont été développés pour suivre l’activité enzymatique (génération du produit) des
PCs avec un spectrophotomètre ou un spectrofluorïmètre (Fuller et coil., 1989a; Jean et
cou., 1995). Les résultats obtenus suite à l’utilisation de tels substrats doivent être
interprétés avec précaution puisqu’ils peuvent s’éloigner sensiblement du contexte
physiologique. Cependant, l’utilisation de tels substrats modifiés permet, avec une grande
efficacité et sensibilité, la caractérisation de plusieurs séquences rapidement ainsi que la
modification des chaînes latérales.
1.4.4.1 La spécificité des PCs de la famille Kexine
La majorité des travaux qui traitent de la spécificité des PCs furent réalisés avec la
furine et la kexine. Ces prototypes des PCs possèdent cependant une spécificité distincte
avec certains points en commun, l’importance des résidus de Pi, P2 et P4 étant les
positions les mieux appréciées. La présence d’une arginine en Pi représente un déterminant
pour la furine (Nakayama, 1997; Thomas, 2002). Quant à la kexine, elle préfere également
une arginine en cette position mais elle peut aussi s’accommoder d’une lysine (Rockwell et
Fuller, 199$). A partir de ces études, la spécificité générale de la kexine a été définie
comme étant (Aii/Arg)-X-(LyslArg)-Arg..i- (où Ah indique un acide aminé alïphatique),
avec comme déterminants principaux la présence d’un résidu basique en P2 et d’une
arginine en Pi (Brenner et Fuller, 1992; Fuller et coll., 19$9a; Rockwell et cou., 1997). La
kexine est moins sélective en P4 que la furine parce puisqu’elle accepte aussi bien une
arginine qu’un résidu aliphatique (Rockwell et Fuller, 199$). fl semble que les substrats de
la kexine ne favorisent pas la présence d’aucun acide aminé particulier en P6. Cependant, il
a été démontré par la digestion de peptides in vitro qu’une arginine en P6 favorise
modestement l’activité de la kexine (Krysan et coli., 1999).
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La spécificité de la furine a été investiguée par plusieurs groupes et par diverses
méthodes. Les méthodes in vivo en général consistent en la coexpression d’un substrat
donné dans une ligné cellulaire déficiente en activité la firme (ex. LoVo, RPE.40 et FD1 1)
(Takahashi et cou., 1993; Watson et cou., 1991; Gordon et coll., 1997a) avec ou sans
complémentation par la furine. La forme précurseur du substrat candidat dans ces cellules
devrait disparaître au profit de la forme mature par l’activité de la furine.
La furine possède une distribution cellulaire large et clive une grande variété de
précurseurs. Cette grande diversité de substrats ne cesse de croître au fil des ans. Ceci a
permis de définir le site de reconnaissance préférentiel de la furine comme étant Arg-X
(Lys/Arg)Arg (Watanabe et coll., 1992) tandis que Molloy et collaborateurs ont défini le
motif minimal nécessaire au clivage de la toxine de l’anthrax par la furine comme étant:
Arg-X-X-ArgsL. Dans un article de revue, Nakayama (1997) a raffiné le consensus et
développé des règles générales sur la spécificité de la furine
(i) Une Arg en Pi est essentiel.
(ii) En plus de l’Arg en Pi, au moins deux sur trois résidus en P2, P4, P6
doivent être basiques pour un clivage efficace.
(iii) En Pi’, un acide aminé avec une chaîne latérale hydrophobe n’est pas
approprié.
Dans les sections suivantes, je discuterai des expériences qui ont permis
l’élaboration de la spécificité des PCs, ainsi que de leurs structures cristallographiques.
La spécificité en P1
Jusqu’à présent tous les substrats physiologiques de la furine arborent une arginine
en Pi. La mutagenèse de 1’ arginine en Pi entraîne une réduction importante rendant
habituellement les produits matures indétectables.
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La spécificité en P2
Contrairement à la kexine et PC2, les études biochimiques de la furine ne semblent
pas attribuer un rôle primordial aux contacts en P2. Comme indiqué précédemment, le
motif minimal postulé par Molloy et collaborateurs, Arg-X-X-ArgsL, ne contient pas de
résidus basiques en P2. La nature du résidu en P2 n’en est pas moins importante puisque la
majorité des précurseurs clivés par la furine possèdent une arginine ou une lysine en cette
position (Tableau 1). La furine ne semble pas préférer l’arginine à la lysine à cette position
(Krysan et cou., 1999). De plus, une étude combinatoire a défini un biais favorable envers
la proline en P2 (Matthews et cou., 1994). Bien que souvent inessentiel, le rôle d’un résidu
basique en P2 augmente significativement l’activité de la furine, et ce plus particulièrement
en l’absence d’arginine en P4 (Bravo et cou., 1994; Krysan et coli., 1999).
La spécificité en P4
Tout comme la substitution de l’arginine en Pi, les mutations de cette position en
d’autres résidus résultent habituellement en une baisse importante des niveaux de clivage
des substrats de la furine. Même une mutation d’un arginine en lysine d’un hexapeptide
(RARYKR L) réduit de 30 fois son efficacité de clivage (kcatlkm) (Krysan et cou., 1999).
De même, des études de mutagénèse de la pro-insutine-like growth factor (pro-IGF-JA)
démontrent bien la préférence d’une arginine versus une lysine en P4 (Duguay et cou.,
1997). Par contre, étonnamment, les travaux de Lazure et collaborateurs (199$) suggèrent
que la contribution d’une valine en P4 peut être égale à celle d’une arginine dans le
contexte d’un peptide fluorogénique mimant la région du site de coupure du précurseur de
l’hormone parathyroïde humaine (pro-PTH, KSVKKRLSVSEYS). fi faut cependant noter
que la lysine en P6 de la pro-PTH est critique à l’efficacité de clivage par la furine (Lazure
et cou., 199$). À l’instar de la pro-PTH, deux autres substrats de la furine, le site
secondaire de son domaine pro et la pro-albumine sont clivés à la suite d’un doublet
basique en présence d’une Val en P4 et d’un résidu basique en P6 (Tableau 1). Par contre,
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la mutation de la Val’ du site secondaire du domaine pro de la furine en Arg, la rend
environ de 20 à 30 fois plus sensible à la furine (Anderson et cou., 2002), ce qui démontre
bien que le contexte global du site de clivage doit être considéré.
La spécificité en P6
Une caractéristique particulière de la furine comparativement à d’autres PCs tient à
sa capacité de reconnaître des résidus basiques en P6. L’ajout d’une arginine à cette
position de la pro-rénine augmente de 30% la maturation de ce précurseur qui possède
seulement un doublet Lys-Arg en P2 et Pi respectivement (Watanabe et colÏ., 1992). Une
étude in vitro avec des hexapeptides fluorescents démontra que la furine préfère de 10 fois
une Arg à une Ma indépendamment de la nature du résidu en P4, mais qu’elle ne
discriminerait pas entre une Arg ou une Lys à cette position (Krysan et coll., 1999). Le fait
qu’un résidu basique augmente le rapport kcatlkm indépendamment de la nature de l’acide
aminé en P4 souligne bien l’indépendance du S6 de la furine, un précédant chez les
subtilases. En accord avec ces observations, la maturation de la pro-albumine est augmenté
par la présence d’une Arg en P6 (Brennan et Nakayama, 1994a).
La spécificité en P’
Les résidus C-terminaux du lien scissile sont souvent négligés des études des PCs. fl
reste néanmoins quelques études soulignant la préférence de la furine pour certains résidus
en Pi’. Par exemple, plusieurs substrats arborent une sérine ou un acide aminé acide à cette
position. Par contre, on note une absence en Pi’ d’acides aminés aliphatiques corpulents
comme la valine et la leucine et de résidus basiques en Pi’ et P2’, de tous les substrats de la
furine. L’histidine en Pi’ est par contre parfois présente à cette position dans certains
substrats comme le pro-3ram Derived Neurotropic Factor (pro-BDNF), la protéine-2 et le
procollagène (XI). Un bon exemple de l’intolérance de la furine envers la lysine en Pi’
vient de l’absence de maturation de la pro-albumine (Brennan et Nakayama, 1994a) et de la
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pro-PTH (Lazure et cou., 199$) suite à la substitution de l’acide aspartique (pro-albumine)
ou de la sérine (pro-PTH) en lysine. Les résidus acides sont également bien représentés en
Pi’ (Tableau I). Bien que non essentiel au clivage certains résidus en P’ favorisent la
protéolyse dépendante de la furine (Constam et Robertson, 1999).
La spéctflcité des autres FCs actives dans la voie sécrétoire constitutive
Les autres PCs de la voie sécrétoire constitutive des mammifères ont été
relativement peu étudiées. La présente section présente des spécificités biochimique des
autres PCs actives dans la voie sécrétoire constitutive. PC4 a une activité optimale à pH
neutre. Elle a la capacité de cliver des substrats avec différents résidus en P4 (Arg, Lys ou
Leu) et P2 (Arg, Lys ou Glu) (Basak et coll., 1999; Basak et coll., 2004). La PC4 ne peut
pas couper des tripeptides elle nécessite donc un acide aminé aliphatique ou basique en P4
ou un contact étendu avec la chaîne peptidique.
Munzer et collaborateurs (1997) ont déterminés que certaines propriétés
enzymatiques de PC7 et démontrent que la spécificité de cette enzyme serait similaire à la
firme (Pl=Arg, P2=Arg/Lys et P4=ArgfLys). Dans cet ordre d’idée, PC7 préfère une Arg
en P4 à une Lys, et tout comme la furine elle peut cliver des substrats contenant des sites
minimaux de la furine (RXXR). Il semble qu’un résidu basique en P6 favorise également
l’activité de cette PC envers ses substrats mais une investigation plus approfondie serait
cependant nécessaire afin de confirmer cette conclusion.
Pour ce qui est de la PACE4, aucune étude détaillée avec une source d’enzyme
purifiée n’a été rapportée. Par contre, elle peut cliver des peptides et des zymogènes
également clivés par la furine comme: la gpl60 d’HW-l(Decroly et coli., 1996), la pro
ADAM-l7(Srour et coll., 2003) et la pro-BACE-l (Benjannet et colI., 2001).
Finalement, une étude préliminaire sur la caractérisation de la spécificité de PC5 a
conclut qu’elle pouvait cliver des liens scissiles en aval de résidu Arg et Lys et ce même à
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des sites non clivés par la furine (i.e. C-terminal à une Lys) (Cain et cou., 2002). fl faut
cependant noter que la préparation utilisée n’était pas enzymatiquement pure puisqu’une
activité aminopeptidase fut décelée.
1.4.4.2 La spécificité de SKI-1 et NARC-1
Jusqu’à l’identification de SKI-1 et NARC-1, on présumait que les subtilases de
mammifères scindaient seulement des substrats en C-terminal de résidus basiques. La
découverte de ces deux nouveaux homologues ont changé ces perceptions (Seidah et cou.,
1999; Sakai et coll., 1998; Seïdah et coil., 2003).
SKI-1 reconnaît préférentiellement la séquence consensus (RX(V/L)(
L/KIRJFIH/T/A) et elle aurait une nette préférence pour une arginine en P4 et un résidu
aliphatique en P2 (Tableau 3). Par contre, deux substrats ne présentent pas de résidu
aliphatique en P2 ou d’Arg en P4, la pro-somatostatine (Mouchantaf et cou., 2004) et le
site de shedding de SKI-1 (Elagoz et coll., 2002). Pour la pro-somatostatine un résidu Arg
en P6 compenserait probablement l’absence d’une leucine ou d’une valine en P2
(Mouchantaf et cou., 2004). fl semble également qu’à l’instar de la furine, la
reconnaissance du substrat s’étende du P7 au P1 puisque la nature de ces acides aminés
influencent significativement le clivage des substrats de SKI-1 (Duncan et coli., 1997;
Elagoz et cou., 2002; Beyer et cou., 2003). Pour ce qui est de NARC-1, il reste pour le
moment difficile d’établir un motif de reconnaissance. Par contre, des études de
mutagenèse suggèrent un rôle spécifique à la valine en P4 (Benjannet et cou., 2004).
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1.4.4.3 Les modèles tridimensionnels expérimentaux et théoriques
des PCs
Jusqu’à tout récemment, aucun modèle expérimental de la structure
tridimensionnelle d’une PC n’avait été rapporté. En 2003, les structures cristallographiques
de la kexine et de la furine complexées avec des inhibiteurs peptidiques furent résolues
(Holyoak et coll., 2003; Henrich et coll., 2003). Ces travaux ont enfin permis la
rationalisation de plusieurs résultats biochimiques obtenus au cours des vingt dernières
Tableau 2 Les substrats de SKI-1
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années. Les deux enzymes furent cristallisées sous forme soluble tronquées de leurs
domaines transmembranaires et C-terminaux. fl n’existe pas de différence majeure entre les
deux structures générales obtenues, à part quelques différences au niveau de la surface des
enzymes. De plus, la structure et la topologie des domaines catalytiques sont très similaires
à celles de la subtilisine BPN’ et de la protéinase K (Rockwell et Thorner, 2004).
Ces deux modèles ont permit d’imager pour la première fois le domaine-P d’une
PC, un domaine absent des subtilases dites ‘dégradantes’. Les domaines-P de ces PCs sont
composer principalement de feuillets F et représentent un nouveau type de structure
semblable au jelly-rolÏ (Holyoak et coll., 2003; Henrich et cou., 2003). Le domaine
catalytique interagit étroitement avec le domaine-P via plusieurs boucles de surface, dont
certaines sont impliquées dans la reconnaissance du substrat. La surface d’interaction entre
les deux domaines est extensive et implique des interactions hydrophobes et
électrostatiques. Henrich et collaborateurs (2003) ont suggéré que ces interactions intimes
entre le domaine-P et le domaine catalytique stabilisent ce dernier en protégeant du solvant
des régions très hydrophobes.
L’élaboration de ces cristaux a également permis d’établir trois sites de liaisons au
calcium pour la kexine (Holyoak et coll., 2003) dont deux sont conservés chez la subtilisine
et la protéinase K. Ces mêmes sites seraient également présents chez la furine mais un des
sites n’était pas bien résolu suggérant une occupation partielle d’un ion calcium (Henrich et
coll., 2003). Le site non-conservé avec ces subtilases bactériennes expliquerait
vraisemblablement la grande spécificité des PCs envers une Arg en Pi. Ce site de liaison se
situe à la base de la pochette du Si et il est coordonné par deux acides aspartiques
conservés chez toutes les PCs spécifiques aux acides aminés basiques, d’un acide
glutamique ainsi que de plusieurs molécules d’eau. Cet ion Ca2 joue probablement un rôle
clé dans la reconnaissance du substrat puisqu’il maintient vraisemblablement la forme du
Si.
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Puisque ces PCs furent cristallisées en présence d’inhibiteurs peptidiques
d’importantes informations sur la nature des résidus et des interactions régissant la
reconnaissance du substrat ont été obtenues (Holyoak et cou., 2003; Henrich et cou., 2003).
La pochette de reconnaissance du résidu Pi (le Si) met en valeur la grande coercition avec
laquelle ces enzymes clivent sélectivement des substrats avec des arginines à cette position
puisque les Si de la kexine et la furine sont étroits comparativement à la subtilisine
(Rockwell et Thomer, 2004). De plus une petite insertion dans les domaines catalytiques
des PCs comparativement à la subtilisine agit comme une sorte de couvercle qui se ferme
sur la chaîne latérale de 1’Arg en Pi. Plusieurs résidus de cette pochette font des contacts
multiples avec la portion guanidinium de la chaîne latérale de l’Arg. Ces interactions
complexes et multiples entre le Pi et le Si démontrent bien pourquoi les subtilases du
groupe de la famille Kexine sont si sélectives envers l’Arg en Pi et pourquoi la Lys ne peut
la substituer efficacement.
Contrairement à Y’Arg en Pi, la reconnaissance des résidus basiques en P2 dépend
d’interactions beaucoup plus simples. Le P2 est lié dans un sillon peut profond (S2) via
plusieurs ponts hydrogènes et salins (i.e., Aspi54, Asp191, Asn192 de la furine) avec la
portion chargée de la chaîne latérale de la lysine ainsi qu’avec la chaîne principale. La
furine et la kexine ne semblent pas avoir de pochette de liaison pour la chaîne latérale du
P3. De plus, ce résidu pointe vers l’extérieur de la surface de l’enzyme, ce qui
vraisemblablement influence peu la reconnaissance du substrat (Holyoak et cou., 2003;
Holyoak et cou., 2004; Henrich et cou., 2003). Ces données sont en accord avec la
contribution limitée de la nature de l’acide aminé en P3 (Krysan et cou., 1999; Lazure et
coli., i998; Rockwell et coil., 1997). Par contre, le résidu basique en P3 pourrait engendrer
des contacts favorables avec le groupement carboxylé de 1’Asp257 de la furine (Henrich et
cou., 2003). Des contacts favorables pourraient également être engendré par PC4, PC5 et
PACE4 en P3 puisqu’elles possèdent également un acide aspartique conservée à cette
position (Henrich et cou., 2005).
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Tableau 3 Résidus critiques à la reconnaisance des substrats des PCs (S8-S2’)
La numérotation des résidus correspond à lafttrine. (Adapté de Henrich et col!. 2005)
L’arrangement des résidus du S4 de la furine serait très sélectif envers une Arg en
P4 (Henrich et cou., 2003). Contrairement au Si, le S4 de la kexine diffère
significativement de celui de la furine (Holyoak et coll., 2004). La déviation de la boucle
correspondant à Asp230-Ile-Thr-Thr chez la furine rationaliserait cette différence. De plus,
selon la structure de la furine le groupement guanidyl du substrat en P4 forme des ponts
$8 $7 $6 $5 54 53 52 Si Si’ 52’
RAD D ED ED LE E DND DD RH W R
22222222222111321332
663 6 335536 5 59905962 9
873 4 307964 7 42168348 B
Furin RAD D DE ED ED E DtD DD Ril W R
PACE4 RQD D DD DD ED D ONE DD KB W R
PC5 PADDDD DD EDDDE DD KM W R
PC4 LGD D DAED ED E DNE DDRH WL
PCi RGD E DI ND LE NDE DD Kil W R
PC2 QBD D DPDD ED DDWGDD RU F
PC7 ERD D DP PN ED DDF DD SU I S
Kexine D S I E TD A U E Q A D D D U D Tu p T
hydrogènes avec la Glu236 et l’Asp264, mais la kexine possède seulement la Glu236
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correspondante, cette différence géométrique de la pochette $4 de la kexine empêcherait
des interactions aussi forte avec une Arg en P4. Ces différences sont en accord avec la bi-
spécificité de la kexine envers les chaînes latérales aliphatiques et basiques (Rockwell et
Fuller, 199$). Les modèles théoriques des autres PCs élaborés à partir de la structure
cristallographique de la furine (Henrich et coil., 2005) suggèrent une conformation
similaire de leur $4 en comparaison avec la furine, à cet égard, PCi se rapprocherait
davantage de la kexine. Par contre, il existerait des différences subtiles entre les différents
S4. Par exemple, l’étroitesse de la pochette $4 de la PC2 favoriserait moins la longue
chaîne latérale de l’arginine, ceci diminuerait alors l’importance d’un résidu basique en P4
pour cette enzyme.
L’interaction entre les PCs et leurs substrats s’étende vraisemblablement au delà du
$4-P4 et du Si-Pi comme le démontre la structure d’une autre subtilase, la pro
kumamolysine, complexée à son domaine pro (Comellas-Bigler et coll., 2004). La furine en
particulier démontre une grande dépendance aux résidus basiques en P6 (Lazure et cou.,
1998; Krysan et coll., 1999). Les interactions potentielles en P5 et P6 ont été modélisées
pour les PCs (Henrich et coll., 2005). La furine engendrerait des interactions favorables
avec le groupement guanidyl en P5 par l’intermédiaire de son Glu257 et son Asp259
adjacentes. PC4, PC5, PC7 et PACE4 contiennent des résidus similaires à ces mêmes
positions ce qui favoriserait la reconnaissance des acides aminés basiques en P5 pour ces
PCs (Henrich et coll., 2005). Par contre, PCi conserve seulement l’Asp259 correspondante
tandis que PC2 arbore une Thr et une Asn respectivement à ces positions, ceci ne
favoriserait pas nécessairement la présence de résidus basiques en particulier pour ces PCs.
Le groupement distai de la chaîne latérale du P6 devrait s’intercaler entre la surface de la
Glu230 et I’Asp233 plus éloignée (Henrich et coll., 2003) et en présence d’un résidu court en
P4, le résidu en P6 pourrait se replier vers l’arrière, dans la pochette $4. L’Asp233 est
commune à toutes les PCs sauf pour la kexine (Thr à cette position). Fait intéressant, la
mutation de cette Thr chez la kexine en Asp lui permet de reconnaître une Arg en P6
(Rozan et coll., 2004). La Glu23° est unique à la furine, alors que PC5, PACE4 et la kexine
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possèdent une Asp à cette position. Les PCs (PCi, PC2, PC4 et PC7) qui ne semblent pas
avoir de préférence pour les résidus basiques en P6 n’exhibent pas de résidus acides en S6
(Tableau 3).
Selon les modèles structuraux des PCs, les Si’ et les S2’ des PCs accommodent
préférentiellement des chaînes latérales acides ou polaires en Pi’ et les résidus hydrophobes
de taille moyenne en P2’, ce qui concorde avec les données biochimiques disponibles
(Nakayama, 1997; Lazure et coll., 1998). Par conséquent, les mutations non conservatives
du Pi’ entraînent des réductions marquées de l’efficacité de clivage de la furine (Brennan et
Nakayama, 1994a; Jean et cou., 1995) et la kexine (Ledgerwood et coll., 1995). Cette
préférence pour les acides aminés acides en Pi’ serait conférée par l’Argi93 et 1’His364 en
Si’ de la furine, cette histidine étant strictement conservée (Tableau 3). La PC2 ferait
exception car elle peut accommoder une Phe ou une Tyr en Pi’ (Lamango et coli., 1996), il
faut noter que contrairement aux autres PCs, la PC2 possède une sérine au lieu d’un acide
aminé basique à la position correspondant à l’Arg193 de la furine (Tableau 3).
1.4.5 Les structures secondaires des régions comprenant les
sites de clivage
Bien que les PCs aient une préférence marquée pour certains motifs basiques, on ne
peut extrapoler que la présence d’une tel signature soit suffisante à l’activité des PCs. La
complexité des structures secondaires et tertiaires préviendrait le clivage de certaines
protéines qui transitent par la voie sécrétoire, même si leur séquence primaire renferme un
motif optimal (RX(KIR)Rj,) pour la furine. Premièrement, afin d’être clivé, les motifs de
clivage doivent être accessibles à la PC, c’est-à-dire, exposés au solvant. Deuxièmement,
des travaux de RMN et de cristallographie à rayons-X ont permis de déterminer la structure
des sites de clivage de la toxine diphtérique et d’anthrax (Choe et coll., 1992; Petosa et
coll., 1997), de l’HAO d’influenza H5 (mutation R329A) (Chen et coll., 1998) et des
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peptides englobants les sites de clivage de la gpl6O du VII-I (Moulard et coli., 1998) et de la
pro-ocytocine (Brakch et coil., 2000). Tous ces sites de coupure se retrouvent dans des
tours f3 ou des boucles 2 qui sont flexibles, mobiles et absentes de structure secondaire
comme des hélices Œ ou des brins f3. Le peu de modèles expérimentaux illustrant la
structure des sites de clivage est probablement liée à la problématique de la production de
précurseurs recombinants parce que l’activité endogène des PCs est présente dans les
cellules d’insecte ou de manmilfère. Nonobstant, selon ces résultats, il semblerait que
l’accessibilité au solvant, la structure secondaire et la flexibilité de la région de clivage
représentent des déterminants significatifs à la protéolyse des substrats des PCs.
1.4.6 Les inhibiteurs de PCs
L’intérêt généré par la découverte de plusieurs substrats des PCs impliqués dans
diverses pathologies humaines comme la maladie d’Alzheimer, le sida, l’anthrax et le
cancer ont incité le développement d’inhibiteurs spécifiques aux PCs. Diverses classes
d’inhibiteurs peptidiques et protéiques mimant la spécificité des PCs furent élaborées, dont
les plus utilisé sont l’Œ1-PDX et le décanoyl-RVKR-chlorométylcétone (dec-RVKR-cmk).
Ce dernier est composé en N-terminal d’un acide gras de 12 carbones qui permet sa
diffusion à travers les membranes lipidiques, d’un site PC canonique (RVKR) et d’un
groupe réactif CMK formant un lien covalent avec le site actif de la PC inhibée. Ce
composé de synthèse est un inhibiteur général des PCs puisqu’il n’est pas sélectif envers les
différents membres des PCs (Jean et coIl., 1998); toutefois la maturation de la
glycoprotéine du virus de la fièvre de Lassa clivée par SKI-l et de la glycoprotéine du virus
de Nipah clivée par une convertase inconnue ne sont pas inhibées par ce composé (Lenz et
coll., 2001; Moli et coll., 2004). Ces résultats suggèrent que ce composé est sélectif envers
les PCs du type Kexine puisqu’il n’inhibe pas la protéolyse effectuée par d’autres subtilases
préférant le motif RRLL ou par une enzyme inconnue vraisemblablement d’une autre
famille.
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L’autre approche consiste à modifier un inhibiteur naturel de l’élastase, la serpine
Œ1-antitrypsine (serine protease inhibitor ai-AI) en un inhibiteur spécifique des PCs.
L’idée de modifier cette serpine afin de la rendre spécifique aux PCs vient de l’observation
qu’une mutation naturelle dans la boucle réactive de l’Œ1-AT (AIPM en AWR), la variante
Pittsburgh, rend ce mutant actif envers la thrombine (Owen et cou., 1983). Puisqu’il est
possible de modifier la spécificité des serpines en mutant leur boucle active, le motif de
reconnaissance minimale de la furine (RXXR) a été introduit à l’Œ1-AT Pittsburgh (AWR)
afin d’obtenir une variante très efficace envers la furine soit, l’Œ1-AT Portiand (a1-PDX)
(Anderson et cou., 1993). Bien que l’Œ1-PDX inhibe toutes les PCs de la voie sécrétoire
constitutive in vivo (Benjannet et cou., 1997), elle est assez sélective envers la furine et
PC5 (Jean et cou., 1998; Tsuji et coll., 2002). Dans un même ordre d’idées, les boucles
actives de l’égline C, un inhibiteur de la subtilisine, ou de l’Œ2-macroglobuline, un
inhibiteur de protéases du sérum, ont été modifiées en variantes actives envers la furine
(Komiyama et Fuller, 2000; Van Rompaey et cou., 1997).
Le potentiel inhibiteur des domaines pros des PCs fut également exploité, surtout
dans le but d’obtenir des inhibiteurs plus sélectifs. L’étude combinée des domaines pros ou
de peptides dérivés de ces derniers ont permis de démontrer leur efficacité (Boudreault et
cou., 1998; Zhong et coli., 1999; Fugere et coll., 2002; Nour et coil., 2003; Basak et
Lazure, 2003). La majorité du potentiel de ces inhibiteurs se retrouve à leurs extrémités C-
terminales (résidus basiques) puisque que la troncation de ce motif basique diminue
significativement leurs constantes d’inhibition (Ki) (Zhong et cou., 1999; Muller et cou.,
2000; Fugere et coll., 2002; Basak et Lazure, 2003). Malgré ces efforts, les domaines pros
sauvages demeurent peu sélectifs envers leur enzyme apparentée (Zhong et cou., 1999;
Fugere et cou., 2002; Brakch et coli., 2000). Des tentatives d’optimisation des domaines
pros pour les rendre plus sélectifs ont permis d’augmenter modestement leur sélectivité
(Nour et cou., 2003). Par contre, la modification du lien scissile d’un peptide inhibitant à la
fois PC 1 et la furine en un lien aminométhylène non-hydrolysable a permis de le rendre
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absolument sélectif à la furine (Villemure et cou., 2003). Cependant on ne connaît pas la
sélectivité de ce peptide envers les autres PCs et son efficacité in vivo.
1.4.7 Le gradient de pli et de calcium de la voie sécrétoire
Les valeurs de pH prévalant dans la plupart des compartiments de la voie sécrétoire
sont significativement inférieures au pH du cytoplasme. Le ciblage de sondes fluorescentes
ou de variantes de la GFP (green fluorescent protein) sensibles au p11, couplé à des
techniques modernes de spectrométrie, a déterminé le pH associé aux organites de la voie
sécrétoire (Paroutis et coll., 2004). La figure 10 illustre les valeurs de pH déterminées par
ces expériences. Le pH du RE (pH 7,2) est sensiblement le même que celui du cytoplasme.
Par contre, les compartiments en aval sont de plus en plus acides. Par exemple, l’organite
suivant le RE, le GoÏgi-cis, est déjà plus acide d’environ 4 unité de pH (pH6,7). Le pH
devient de plus en plus bas, au ftir et à mesure que l’on s’approche de la surface cellulaire,
donc il existe un gradient négatif de pH le long de la voie sécrétoire dont le niveau minimal
peut atteindre environ 5,2 aux granules de sécrétion. Ce gradient de pH est également
associé à un gradient de calcium positif (Thomas, 2002).
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figure 11 Le gradient de pH de la voie sécrétoire
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Le gradient de pH de la voie sécrétoire joue un rôle prédominant dans le trafic
cellulaire et la maturation des certaines de protéines de la voie sécrétoire. Lorsque ce
gradient de pH est perturbé par l’addition de bases faibles ou d’ionophores, certaines
modifications post-traductionnelles sont affectées (Camell et Moore, 1994), des cargaisons
sont mal adressées (Chanat et Huttner, 1991), et l’intégrité de la voie sécrétoire
compromise (Kokkonen et coll., 2004; Bachert et coll., 2001). De plus, l’alcalinisation de la
voie sécrétoire entraîne la relocalisation aux endosomes de protéines normalement
associées au TGN (la furine et TGN3$). Étonnamment, ce processus dépend de la queue
cytoplasmique de la furine et non de son domaine luminal. Finalement, l’endoprotéoÏyse de
certains substrats des PCs dépend de ce gradient. Par exemple, le clivage de la POMC aux
granules de sécrétion est sensible aux agents acidotropes (Schmidt et Moore, 1995).
L’ acidité des vésicules de la voie sécrétoire est maintenue essentiellement par
l’action des pompes à proton vacuolaires (V-ATPase) (Kawasald-Nishi et coll., 2003). Le
rôle premier de ce complexe d’ au moins cinq différentes sous-unités est de transférer les
protons du cytoplasme au lumen des compartiments de la voie sécrétoire. L’action de ces
pompes peut être inhibée par certains antibiotiques qui bloquent spécifiquement l’hydrolyse
de l’ATP nécessaire à l’activité de ces pompes à protons (ex. bafilomycine Al) (Umata et
coll., 1990). Le gradient de pH serait maintenu par une augmentation de l’activité des
pompes V-ATPases et surtout par la diminution progressive de la perméabilité aux protons
des membranes des compartiments distaux (Machen et coll., 2001; Moore et coli., 2002).
1.4.7.1 Le modèle d’activation de la furine
Les gradients de pH et de calcium de la voie sécrétoire sont intimement liés au
mécanisme d’activation des PCs. Premièrement, le calcium est essentiel à l’activité des PCs
(fuller et cou., 1989a) et la première coupure du domaine pro des PCs a lieu en présence
d’une faible concentration de calcium au RE dans un milieu neutre (Creemers et coli.,
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1995). La seconde, plus tardive, requiert un milieu acide et des concentrations de calcium
plus élevées, des conditions typiquement associées aux compartiments tardifs de la voie
sécrétoire (Anderson et coll., 1997; Muller et coil., 2000). Cette seconde coupure corrèle
avec le largage du domaine pro de la furine et avec son activité in vitro (Anderson et coiL,
1997). Lors du repliement de la furine dans le RE, le domaine catalytique interagirait en
premier lieu avec le site primaire de son domaine pro et par la suite, avec l’autre site PC
basique en amont (site secondaire) (Figure $)(Anderson et colI., 2002). Le changement de
conformation associés à la coupure du site secondaire n’est pas documenté en détails, mais
l’acidité influence le dépliement du domaine pro de la furine (Bhattacharjya et coll., 2001).
L’affinité des motifs PC du domaine pro pour le domaine catalytique régirait l’ordre par
lequel ils sont clivés (site primaire suivi du secondaire) parce que le Km du site primaire
(Lys-Arg-Arg-Thr-Lys-Arg’.LAsp-Val) est inférieur à celui du site secondaire (Arg-Gly
Val-Thr-Lys-ArgSer-Leu) (Anderson et coll., 2002). Anderson et collaborateurs (2002)
ont démontré que la mutagenèse du site secondaire en un motif la furine optimal (Val en P4
en Arg) entraîne une diminution marquée de l’autoactivation et de l’activité enzymatique.
En accord avec ces résultats, la mutation du P4 (T181R) réduit son activité in vivo (Nour et
cou., 2003). Anderson et collaborateurs (2002) proposent que l’ordre normal (site primaire
suivi du site secondaire) avec lequel le domaine pro assiste le repliement de la furine soit
compromis par cette mutation, car le site secondaire muté en un motif de la furine plus
favorable, interagirait préférentiellement avec le domaine catalytique au profit du site
primaire devenu moins favorable. Ce changement entraînerait la majorité des molécules de
la furine vers une voie de repliement non productive. Donc, la présence d’un site optimal
au site primaire et d’un motif moins favorable au site secondaire (sans Arg en P4) maintient
l’ordre par lequel ils sont clivés ce qui permettrait le bon repliement de la furine. De plus,
la seconde coupure serait favorisée par le pH acide qui prévaut plus tardivement dans la
voie sécrétoire, ce qui est en accord avec l’ordre normal de coupure du domaine pro selon
le compartiment (RE=primaire et Golgi tardif=secondaire) (Anderson et coil., 1997).
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1.4.7.2 Les substrats de la voie sécrétoire constitutive clivés à pH
acide
L’efficacité de la protéolyse à des sites de coupure comprenant des acides aminés
basiques peut être influencée par le pH. Les pH optimaux des PCs furent déterminés avec
de courts peptides fluorogéniques (Decroly et cou., 1996; Munzer et cou., 1997; Brenner et
Fuller, 1992) sans structure secondaire précise. La conformation de ces peptides ne serait
donc pas significativement influencée par le pH. L’activité optimale des PCs de la voie
sécrétoire régulée (PCi, PC2) à pH acide (Zhou et Lindberg, 1993; Lamango et coil., 1996)
reflète bien l’environnement qui prévaut dans les granules de sécrétion où elles résident. 11
fut même démontré que l’acidité des compartiments où transite la POMC régule sa
maturation et corrèle avec le niveau d’activation de la PCi (Schmidt et Moore, 1995).
Cependant les PCs de la voie constitutive démontrent des pH optimaux se rapprochant de la
neutralité (ex. pH optimal de la furine est d’environ 7,5). Cependant, le pH optimal acide de
la furine pour certains substrats suggérerait que dans certains cas la structure du substrat ne
permet le clivage qu’à pH acide. Cette contribution du substrat explique probablement la
compartimentalisation du clivage de certaines toxines au milieu acide des endosomes plutôt
qu’à l’environnement neutre associé à la surface cellulaire.
L’exemple des toxines bactériennes illustre bien la dualité d’action de la furïne à la
surface cellulaire (anthrax, diphtérique, aérolysine, Bordetetta dermonecrotic toxin, la
toxine-cL de CÏostridium septicum) et aux endosomes (Pseudomonas exotoxine A. toxine
SLT-i de Shiga). L’incubation in vitro de ces précurseurs à différents pH a démontré la
dépendance du clivage des toxines de Pseudomonas (Inocencio et coli., 1994), et Shiga
(Garred et cou., 1995) à pH acide (pH opt=5.5). Par opposition, les autres toxines clivées à
la surface cellulaire sont coupées à pH neutre in vitro et sont insensibles aux bases faibles
acidotropes (Kiimpel et coll., 1992; Tsuneoka et cou., 1993; Abrami et coli., 1998;
Matsuzawa et cou., 2004; Gordon et coil., 1997b).
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Tous les modèles structuraux des toxines clivées à pH neutre par la furine montrent
des sites de coupure à l’intérieur de boucles flexibles, peu ordonnées et accessibles à la
protéolyse (Petosa et coll., 1997; Choe et coll., 1992). Par contre, la structure de la boucle
clivable par la furine de l’exotoxine A de Pseudomonas aeruginosa à pH 8.0 est
accessible, rigide, et ordonnée (Wedekind et coil., 2001; Allured et coil., 1986). La
mutation W281A (P2’) de l’exotoxine A engendre une augmentation de sa susceptibilité à
la protéolyse (Zdanovsky et coll., 1993) qui pouffait s’expliquer par une flexibilité accrue
de la boucle de clivage mutante (Wedekind et coil., 2001) ou par la présence d’un résidu
aliphatique favorable à la furine en P2’. La dépendance du clivage au pH ne serait
cependant probablement pas liée à cette flexibilité accrue puisque l’introduction d’un motif
de clivage plus flexible de la toxine diphtérique (P6-P2’) à l’exotoxine A n’affecte pas le
pH optimum du clivage par la furine (Chiron et coil., 1997).
D’autres substrats de la furine clivés nécessitent un pH acide. Afin de confirmer
cette condition des digestions in vitro où le pH est contrôlé sont souvent nécessaires. Seuls
trois substrats caractérisés de la furine jusqu’ à présent requièrent un environnement acide
soit: la pro-albumine (pH 5.0-5.5) (Brennan et Nakayama, 1994b), le site secondaire du
domaine pro de la furine (pH 6.0) (Anderson et coil., 1997; Anderson et coll., 2002), et le
précurseur M (prM, pH 5.0-6.0) du virus TBE (tick borne encephaÏitis) (Stadler et coll.,
1997). L’inhibition des clivages par des bases faibles acidotropes de la pro-albumine et de
la prM du virus TBE (Oda et &ehara, 1985; Heinz et coll., 1994) sont en accord avec les
pH optimaux déterminés in vitro. Par contre, des concentrations similaires de ces agents
n’inhibent pas le clivage de la glycoprotéine F0 du virus 5V5 (Pager et coll., 2004) et du
pro-facteur de von WilÏebrand (Wagner et coll., 1986), d’autres substrats de la furine.
Malgré les nombreux substrats de la furine les exemples de substrats acido-dépendants sont
rares. La liste pouffait être plus longue, mais peu de travaux se sont intéressés aux pH
optimaux auxquels les substrats des PCs sont clivés
73
1.5. Des nouveaux substrats potentiels des PCs aux motifs
de clivages atypiques
À partir des nombreuses études biochimiques sur les PCs, il apparaît évident que la
nature des résidus en Pi, P2, P4 et P6 influent sur l’activité de la furine. Selon Watanabe et
collaborateurs (1992), les substrats de la furine clivés efficacement doivent répondre à
quatre règles.
i) Une arginine en P1 doit être présente.
ii) Au moins deux résidus basiques (Arg ou Lys) doivent être présents en P2,
P4 ou P6.
iii) Un résidu aliphatique doit être absent en Pi’.
Les travaux de mutagenèse du site d’activation de la pro-rénine (Watanabe et cou.,
1992) et ceux in vitro de Krysan et cou. (1999) confirment l’importance des résidus
basiques en P2 et en P6, et la prépondérance de l’Arg en P4 (Molloy et cou., 1992).
D’ailleurs, un algorithme prédisant les sites de clivages reconnus par la furine a récemment
été développé à partir des séquences de trente-huit substrats identifiés dans la littérature
(Duckert et coll., 2004). Cette compilation démontre une incidence élevée de résidus
basiques en Pi, P2 et P4, par contre en P6 aucun résidu ne se démarque. La faiblesse de
cette algorithme est mise en évidence par son incapacité à prédire le clivage de deux
substrats atypiques sur trois, sans Arg en P4 (Duckert et coll., 2004). Pour ce qui est des
autres PCs il reste difficile de prédire avec précision leur spécificité, mais une Arg en Pi est
habituellement importante et les résidus basiques en P2 et P4 favorisent généralement leur
activité. Malgré le vaste répertoire de substrats reconnus par la furine, il reste incontestable
qu’on ne peut exclure l’éventuelle implication de la furine ou d’autres PCs par la simple
absence d’une arginine en P4 du motif de clivage.
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1.6. Les intégrines
Les cellules des organismes pluricellulaires adhèrent les unes aux autres et avec la
matrice extracellulaire afin de maintenir l’intégrité des organes et des organismes.
Différentes familles de molécules d’adhésion participent activement à l’adhésion cellulaire
et régulent des processus biologiques et pathologiques, tels l’embryogenèse, la coagulation
sanguine, la signalisation cellulaire, la tumorigenèse, la migration cellulaire et la réponse
immunitaire. La famille des intégrines participe dynamiquement à l’adhésion des cellules
aux composantes de la matrice extracellulaire et à des récepteurs cellulaires. L’engagement
des intégrines avec ses Ïigands entraîne des agrégations locaies d’intégrines (points
d’adhésion focaux) dans lesquels plusieurs molécules importantes à la signalisation
intracellulaire sont recrutées (Martin et coll., 2002). Les intégrines servent donc de liens
entre le milieu extracellulaire et cytosquelette d’ actine, cette position privilégiée les met au
centre des processus d’adhésion et de migration cellulaires.
1.6.1. La structure générale des intégrines
Toutes les intégrines forment des dimères protéiques, contenant une sous-unité x et
une f3. Jusqu’à présent, 1$ chaînes ci. et $ chaînes f3 ont été identifiées chez les mammifères.
fl existerait 24 hétérodimères Œf3 maintenus ensemble par des interactions non-covalentes
(Figure 12). Le poids moléculaire des sous-unités o et f3 varient de 90 à 180 kDa, elles sont
fortement glycosylées et possèdent des segments transmembranaires de type I. Le domaine
extracellulaire (ectodomaine) des intégrines permet l’adhésion aux ligands et leurs courts
domaines cytoplasmiques relient indirectement le milieu extracellulaire au cytosquelette
par différentes protéines cytoplasmiques.
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Les premières analyses des domaines extracellulaires des chaînes Œ ont révélé la
présence de 7 répétitions homologues d’environ 60 acides aminés. Selon les sous-unités Œ,
trois ou quatre répétitions N-terminales présentent des séquences riches en acides aminés
acides ressemblant au motif EF-hand cation binding motzf liant les cations bivalents
initialement caractérisé chez la calmoduline et la pro-albumine. De plus, une classe de
sous-unités c contient un module polypeptidique additionnel d’environ 200 acides aminés,
entre les motifs répétés II et III. Cette insertion, le domaine-I, est homologue au domaine-A
du facteur von Willebrand. Le domaine-I contient un motif MIDAS (Metal Ion Dependant
Adhesion Site) impliqué dans la coordination de cations divalents et dans la liaison aux
Figure 12 Les dimères d’intégrine mammifères
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ligands. Du côté cytoplasmique adjacent au segment transmembranaire des chaînes c, on
retrouve le motif conservé GFF(KIR)R. La fonction précise de ce motif n’est pas connue
mais il influence l’oligomérisation des dimères c43 (De Meiker et cou., 1997).
1.6.2. L’endoprotéolyse limitée des intégrines à des sites typiques
(type I) et atypiques (type II).
Comme la majorité des protéines localisées à la surface cellulaire, les intégrines sont
synthétisées au RE et transitent par la voie sécrétoire. Les dimères d’intégrines subissent
plusieurs modifications post-traductionnelles dont: la glycosylation, la sulfatation, la
phosphorylation et 1’ endoprotéolyse limitée.
Seulement neuf des dix-huit sous-unités a. des intégrines sont clivées (UE, Œv, ŒlJb,
Œ3, Œ4, Œ5, Œ6, Œ et a8). Les séquences N-terminales des fragments identifiés de ces
intégrines o indiquent un clivage à la suite de doublets d’acides aminés basiques Lys-Arg
ou Arg-Arg (Tableau 4). Dans le cas d’Œv, X, Œ, Œ5, a6, et Œ8, leur coupure produit une
chaîne lourde, comprenant la majorité des domaines extracellulaires, et une chaîne légère
ancrée à la membrane plasmique par une hélice Œ suivie d’un court domaine
cytoplasmique. Les chaînes lourdes et légères sont maintenues ensemble par un pont
disulfure. L’ŒE est aussi clivée en chaînes lourde et légère mais elle l’est près de son
extrémité N-terminaie, tandis que l’ se distingue par son endoprotéolyse en deux
fragments de taille similaire ($0 et 70 kDa) qui sont maintenus ensemble par des
interactions non covalentes seulement.
L’importance des résidus basiques en amont des liens scissiles des intégrines fut
démontrée par mutagenèse ce qui suggéra une implication possible des PCs dans la
maturation des intégrines Œ. Les motifs de clivage observés chez les intégrines Œ sont
sensiblement différents. Le motif consensuel de la furine (RX(KIR)RJ,.) est présent chez
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Œ3, c, Œ7, x, a111 et un motif atypique (HXXX(K/R)R..L) se retrouve chez les sous-unités
Œ4, Œ5, X, x et a8. Ces motifs de clivages sont strictement conservés à travers différentes
espèces de mammifères. L’ŒIffi est particulière puisqu’elle possède à la fois une Arg en P4
et une His en P6.
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Tableau 4 Alignement de séquences des intégrines Œ clivées à des sites de type I et II




ŒE* Val-Asn-Thr-Ala- -Gln-Arg-Arg A1a-Leu
aIIbAla-His-H±s-Lys- g-Asp-Arg-Arg__G1n-Ile
ï”p iif P8 P7 P6 P5 P4 P3 P2 P1P1’ P2’
I a4i Gly-Pro-His-Val-Ile-Ser-Lys-Arg SerTliri
Ser-Leu-His-His-Gln-Gln-Lys-Arg Glu-A1aI
Arg-Asp-His-Leu-Ile-Thr-Lys-Arg Asp-Leu
LJJ1e- Ser-His -Tyr-Ile-Arg- ç-Arg__Glu-Val]
t clivé en son centre
* clivé en N-terminal
Le rôle potentiel de la furine dans la maturation d’cc3 et ô (type I) a pu être confirmé
par la digestion in vitro de précurseurs isolés de cellules LoVo déficientes en la furine
(Lehmann et coll., 1996). De plus, Lehmann et collaborateurs (1996) ont démontré que l’xv
(type II) endogène des cellules LoVo était exprimée seulement sous sa forme précurseur.
Contrairement aux cellules LoVo, les cellules HT-29-D4 présentent seulement des sous-
unités complètement clivées, ce qui suggère que la furine cliverait les intégrine de type I et
II. La co-expression de vaccines recombinantes cxv et la furine confirme l’activité de cette
PC pour ce motif atypique de protéolyse (Lissitzky et coll., 2000). De plus, ils démontrent
avec le même système expérimental que (X5 et Œ6 sont aussi clivables par la furine que par
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PC5A et PACE4. Il semble donc que les deux types de motifs de clivage des intégrines (X
clivables soient reconnus par les mêmes PCs. Le contexte des motifs de clivage seraient
également critiques pour la protéolyse des intégrines &, puisque la mutagenèse du motif de
type I de l’a6 en motif de type II (HXXXKR.I,) bloque sa protéolyse (Delwel et coll., 1997).
Les intégrines Œ peuvent être divisées en trois sous-familles selon leurs séquences,
structures, et fonctions: la première sous-famille comprend des intégrines clivées en C-
terminal près de leurs domaines transmembranaires, la seconde, les sous-unités cc possédant
un domaine-I, et la troisième, les intégrines cc ne possédant pas de domaine-T et ne subissant
pas de protéolyse limitée en C-terminal. Les intégrines x clivées peuvent lier soit: la
fibronectine, la vitronectine, le fibrinogène, la laminine ou le facteur von Willebrand, de
façon RGD dépendante (Bosman, 1993). La seconde sous-famille peut être subdivisée en
deux : 1) les intégrines qui lient le collagène (cci, &2, Œio, x11) et 2) celles ayant des
récepteurs cellulaires de la superfamille des immunoglobulines, soit les intégrines f32 ((XL,
(XM, (Xx, (XD). La dernière ne comprend que deux membres: 14 et x9. Bien qu’il existe
seulement 39% d’homologie entre ces deux membres, ils adhérent tous les deux au VCATVI
1 (vascutar celtular adhesion molecute-]) (Miyakawa et coil., 1996; Taooka et coli., 1999).
Par contre, seulement l’x4 peut être clivée.
Les motifs de clivage de la première sous-famille peuvent être corrélés avec la
phylogénie des intégrines et leur spécificité (Figure 13). Par exemple, les intégrines qui
possèdent un site de protéolyse de type T (typique) peuvent toutes lier la laminine, sauf x
et E. Cependant, à l’instar des intégrines clivées de type II, l’ccllb possède une histidine
conservée en P6 et elle est représentée plus près des intégrines clivés de type II (atypique)
dans l’arbre phylogénique des intégrines clivées (Figure 13). L’ccE représente une intégrine
particulière parce qu’elle est clivée en N-terminal de son domaine unique, le domaine X
(eXtra dornain) (Kajiji et coll., 1989). Les intégrines (X clivées en amont d’un motif de
clivage de type II peuvent toutes lier la fibronectine de façon RGD dépendante, les
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c clivées de type I, la laminine, et l’Œ4, le VCAIVI-l. Il apparaît donc plausible que les
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Figure 13 Arbre phylogénétique des intégrines cL clivées avec leurs ligands
L ‘arbre fut généré par l’alignement des séquences des intégrines a humaines clivées avec
les programmes FILEUF et GROWTREE de GCG software N.B. a9 n ‘est pas une
intégrine clivée, elle a été ajoutée parce qu ‘elle est apparentée à 1 a4• Les intégrines
colorées en orange possèdent un mottfde clivage de type I et celles en pourpre de type II.






L’intégrine a4 est une sous-unité unique à bien des égards, par exemple:
$1
j) Elle est très peu homologue aux autres intégrines clivées.
ii) Elle est clivée en son centre plutôt qu’en C-terminal.
iii) Son niveau de clivage est variable et régulé par la différentiation.
iv) Elle peut adhérer à la fois à des récepteurs cellulaires et à la matrice
extracellulaire.
y) Elle permet à la fois l’attachement, le roulement et l’adhésion ferme lors
de la migration des lymphocytes à travers les vaisseaux activés par des
cytokines inflammatoires (Figure 14).
L’intégrine évolutivement la plus la proche de l’a4 est l’a9. Par contre cette dernière
n’est pas clivée. Toutefois l’a9J3, tout comme l’intégrine a413i adhère au VCAM-l (Taooka
et coll., 1999). Le motif de clivage de l’a4 est semblable à celui des autres intégrines de
type II à l’exception des résidus Pi’ et P2’ qui sont polaires (Ser-Thr) tandis que les autres
intégrines clivées de type II arborent un motif (Glu/Asp)-Ali en P1’ et P2’ (Tableau 4). En
plus de former un hétérodimère avec f3i, l’a4 s’associe également avec f37.
1.6.4. L’expression de 1’o
L’antigène VLA-4 (a4f3i, Veiy late antigen-4) fut décrit initialement comme un
marqueur des cellules lymphoïdes et myéloïdes. La sous-unité Œ4 est exprimée également
dans d’autres cellules hématopoïétiques et non-hématopoïétiques comme : les
éosinophiles, les basophiles et dans des cellules tumorales (particulièrement les mélanomes
et les rhabdomyosarcomes) (Lobb et Hemler, 1994; Hemler et coll., 1990), sur des cellules
adhérentes comme les cellules HUVEC (Human UmbilicaÏ Vein Endotheliat CeÏls) et
HIVIVEC (Human Dennal Microvascutar Endothetial ceits) (Koch et coll., 1995), et dans
des cellules précurseurs de muscles striées (Rosen et coli., 1992).
L’expression de cette sous-unité a est très dynamique. Par exemple, la
différentiation des muscles striées, des muscles lisses et des monocytes est accompagnée
d’une baisse dramatique de son expression (Rosen et coll., 1992; Duplaa et coll., 1997;
Feneira et coli., 1991). Par contre, l’activation de lymphocytes T CD4+ entraînent une
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expression accme du VLA-4 à la surface cellulaire (Shimizu et coiL, 1990), et de l’Œ4f37
sur une sous-population de lymphocytes CD4÷ mémoires migrant préférentiellement aux
intestins (Schweighoffer et cou., 1993). De plus, l’expression de l’cx4 sur les lymphocytes
activés est réprimée par leur migration au système nerveux central (CNS) (Yednock et
coli., 1992; Weller et cou., 1996).
1.6.5. La fonction de l’intégrine a4
La majorité des études consacrées à l’intégrine cx4 sont de nature immunologique,
même si l’Œ4 est exprimée dans d’autres tissus et que son expression est essentielle à
l’embryogenèse (Yang et coli., 1995). A l’instar des embryons de souris nulles en Œ4 (Yang
et cou., 1995), ceux déficient en VCAM-l (Kwee et cou., 1995), le récepteur cellulaire du
VLA-4, sont incapables de fusionner les trophoblastes du chorion au mésoderme
allantoïque. L’ a4 est aussi au centre de la migration des cellules mononuclées aux sites
d’inflammation et à la résidence des lymphocytes activés et mémoires à la plaque de Peyer
et à la lamina propria des intestins (Lobb et Hemier, 1994).
La migration des leucocytes aux sites d’inflammation survient suite à l’initiation
d’interactions spécifiques entre l’endothélium vasculaire et le leucocyte. Le paradigme de
la migration leucocytaire nécessiterait une série d’étapes distinctes et séquentielles réalisée
par différentes familles de molécules d’adhésion. Selon le modèle initial, l’attachement et le
roulement des leucocytes est accompli par des molécules d’adhésion de la famille des
sélectines, tandis que l’adhésion ferme et la migration transendothéliale est effectuée par
des intégrines (Hynes, 1992). Cependant, ce paradigme a dû être révisé puisque les
intégrines ct43, Œ4f37 et CD44 (molécule d’adhésion) peuvent aussi permettre
l’attachement initial et le roulement des lymphocytes tAlon et cou., 1995; Grabovsky et
cou., 2000; DeGrendele et coli., 1996). De plus l’adhésion ferme et la migration in vivo des
lymphocytes aux sites d’inflammation nécessitent la formation d’un complexe VLA-4-
CD44 (Nandi et colI., 2004). L’engagement du VLA-4 à VCAM-1 peut stimuler l’activité
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migratrice d’une autre intégrine (integrin cross-talk), le LFA-l (ŒLf32, Lymphocyte
Junction associated antigel?-]), qui est un joueur important de la migration
transendothéliale. Inversement, la liaison du LFA-1 à ICAM-l (exprimé sur l’endothélium)
réduit l’adhérence du VLA-4 à VCAM-l (Chan et cou., 2000). Donc, dans le paradigme
révisé, le complexe CD44-Œ4 permettrait l’attachement initial, le roulement et l’adhésion
ferme à l’endothélium activé, tandis que le LFA-l agirait plcis tardivement lors de
Fadhésion ferme et de la migration transendothéliale (Figure 14).
[ Intégrines Ï
Figure 14 Paradigme révisé de la migration leucocytaire aux sites d’inflammation
(Adapté de Hynes 1992 et Nmtdi et cou. 2004)
1.6.6. L’endoprotéolyse de I’Œ4
Contrairement aux autres intégrines clivées, les niveaux de protéolyse observés de
cette intégrine sont variables et dépendent du type cellulaire (Teixido et coll., 1992). La
Attachement
Roulement AdhésionRoulement ralenti ferme Transmigration
End ot hélium
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caractérisation biochimique de l’antigène VLA-4 a permis de mettre en évidence
l’augmentation de la maturation de la sous-unité Œ4, suite à l’activation ex vivo de
lymphocytes T CD4+ (Heniler et coll., 1987; Blue et coll., 1993). D’ailleurs, la majorité
des lignées cellulaires qui expriment l’cx4 montrent une faible proportion d’cx4 clivée à la
membrane plasmique et seules les lignées cellulaires dépendantes de l’interleukine-2 (IL-2)
ne montrent pas de précurseurs (pro-c) à leur surface. Le poids moléculaire apparent du
précurseur sur un gel SDS-PAGE varie entre 150 kDa et 180 kDa selon que cette intégrine
est résolue en conditions réductrices (150 kDa) ou non (150 et 180 kDa) (Blue et coil.,
1993; Pujades et coll., 1996) et ses fragments de protéolyse sont de 80 kDa (N-terminal) et
de 70 kDa (C-terminal). L’endoprotéolyse de l’(x4 aurait lieu au TGN ou aval du TGN parce
que la brefeldine A, un métabolite de champignon bloquant le transport du Golgi précoce
au Golgi tardif, et la monensine, un composé qui empêche le transport du Golgi médian au
TGN, préviennent son endoprotéolyse. De plus, la protéolyse ne semble pas augmenter une
fois que l’intégrine a atteint la surface cellulaire (Bednarczyk et coll., 1992). Ces résultats
suggèrent que le compartiment associé à la protéolyse de l’Œ4 est intracellulaire, au TGN ou
à un compartiment post-TGN, ce qui en accord avec la localisation de la furine, PC5B et
PC7.
1.6.7. La fonction du clivage des intégrines cx
La caractérisation de la fonction biologique du clivage des sous-unités cx des
intégrines s’est avéré une tâche ardue, et encore aujourd’hui, elle demeure mal comprise et
peu étudiée. Deux approches ont été exploitées avec plus ou moins de succès soit: la
mutagenèse des sites de clivage et l’inhibition des PCs avec l’cx1-PDX ou le dec-RVKR
cmk.
La mutagenèse de l’intégrine ŒIIb révèle que le blocage de son endoprotéolyse
n’affecte pas son adhésion au fibrinogène (Kolodziej et coll., 1991). Des expériences
similaires avec l’intégrine cx4 exprimée dans des cellules K562 arrivent à la même
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conclusion, soit que le clivage n’affecte pas l’adhésion statique aux ligands du VLA-4
(fibronectine ou VCAM-1) (Teixido et cou., 1992). De plus, l’agrégation homotypique du
VLA-4 n’est pas influencée par le clivage de l’intégrine (Teixido et cou., 1992). En accord
avec ces résultats, l’adhésion constitutive de l’a6 à la laminine n’est pas affectée.
Cependant l’augmentation de l’adhésion par le phorbole ester (PMA) est beaucoup plus
forte lorsque l’intégrine est clivée (DeIwel et coil., 1996; Delwel et coll., 1997) mais le
mécanisme qui régule l’adhésion stimulée par les intégrine clivées demeure inconnu.
L’inhibition des PCs par l’Œl-PDX diminue significativement l’adhésion des
cellules HT29-D4 dépendantes de l’Œv à la vitronectine (Berthet et coll., 2000). En accord
avec ces résultats, l’inhibition du clivage de l’av par des oligonucléotides antisens
spécifiques à PC5 et par le dec-RVKR-cmk réduisent l’adhésion des cellules vasculaires
des muscles lisses (CVML) à la vitronectine (Stawowy et coll., 2004). Par contre,
l’adhésion au collagène de type I (Berthet et coil., 2000; Stawowy et cou., 2004) et à la
laminïne-1 (Berthet et coll., 2000) ne sont pas affectés. L’adhésion des cellules HT29-D4
au collagène interpelle des intégrines a non clivées (ex. ai, a2) et a6 (clivée) à la laminine.
L’effet du PMA (phorbole 12-myristate 13-acétate) dans ce modèle expérimental (HT29-
D4-PDX) sur l’adhésion à la laminine n’a cependant pas été publié, limitant grandement les
comparaisons avec les études de Delwel et collaborateurs (1996, 1997).
En conclusion, deux groupes ont observé indépendamment que l’inhibition des PCs
empêche la phosphorylation de la FAK (focal adhesion kinase) induite par la liaison à la
vitronectine. Le blocage de la signalisation intracellulaire de l’intégrine non clivée serait à
l’origine de l’adhésion réduite de ces cellules à la vitronectine par un mécanisme encore
irrésolu. Cependant, la réduction de l’expression de PC5 dans les CVML ou l’inhibition des
PCs avec dec-RVKR-cmk réduisent la migration de ces cellules sur la vitronectine
(Stawowy et cou., 2004). Par contre, l’inhibition du clivage de l’Œv avec le modèle de
cellules HT29-D4-PDX augmente la migration et la formation de métastases Œv
dépendantes (Berthet et coll., 2004; Nejjari et coll., 2004). Selon ces expériences, il semble
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que le rôle de la maturation protéolytique des intégrines est variable selon la nature de la
sous-unité et les modèles expérimentaux, et reste peu défini.
1.7. Les glycoprotéines des enveloppes virales clivées
Les cibles des PCs ne se limitent pas seulement à des protéines endogènes. En effet,
plusieurs glycoprotéines virales sont des substrats des PCs. Les glycoprotéines des
enveloppes virales (GP) permettent l’attachement à leurs récepteurs cellulaires et la fusion
de l’enveloppe virale avec les membranes plasmiques et/ou internes. Cette fusion lipidique
permet l’envahissement de la cellule hôte puisqu’elle libère le génome viral dans le
cytoplasme afin que ce dernier se réplique. Plusieurs glycoprotéines virales subissent une
endoprotéolyse limitée à des sites comprenant des acides aminés basiques. Cette protéolyse
est souvent associée aux PCs, mais d’autres protéases à sérine, comme la tryptase Clara et
la plasmine pourraient cliver des glycoprotéines d’influenza sans motif PC apparent (Kido
et coll., 1999; Goto et Kawaoka, 1998). En plus des PCs, la subtilase de mammifère SKI-1
clive aussi des glycoprotéines virales appartenant aux genres Arénavirus (Lenz et cou.,
2001; Beyer et coll., 2003) et Nairovims (Vincent et coil., 2003). L’endoprotéolyse des PCs
est habituellement nécessaire à la fusion (Klenk et Garten, 1994) et la susceptibilité au
clivage est parfois même directement responsable de la virulence de certaines souches
d’influenza aviaires (Subbarao et coll., 1998; Chen et coll., 1998; Puthavathana et cou.,
2005).
1.7.1 Le mode d’entrée et l’activation des glycoprotéines
virales
La première étape de la pénétration du virus dans la cellule hôte est la liaison à un
ou plusieurs récepteurs à la surface cellulaire. Ces récepteurs peuvent être des protéines,
des hydrates de carbone ou des lipides. Il existe deux voies principales d’entrée dans la
cellule hôte la voie endocytaire et non-endocytaire. La voie endocytaire passe
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habituellement par le transport de vésicules ou de puits enrobés de clathrine (Dimitrov,
2004). Certains virus comme le simian virus-40 (SV4O) induisent même une endocytose
stimulée au site d’entrée en induisant une polymérisation d’actine locale et le recrutement
de dynamine (Pelkmans et cou., 2002). La voie d’entrée non-endocytaire implique la
traversée directe de la membrane plasmique suite à la liaison de récepteurs. Les virus qui
utilisent la voie non-endocytaire peuvent également entrer par la voie endocytaire (ex. Vifi
1) (Sieczkarski et Whittaker, 2002).
Toutes les glycoprotéines fusogènes existeraient à la surface des virus sous une
forme métastable dans laquelle, le peptide de fusion, une séquence hydrophobe critique, est
caché ou protégé à l’intérieur d’un oligomère de glycoprotéines (Earp et cou., 2005). Suite
à l’activation de la glycoprotéine, le peptide de fusion devient accessible et interagit avec la
membrane cible. il existe deux conditions majeures qui permettent l’activation: (1)
l’exposition à un pH acide et (2) l’interaction avec des récepteurs cellulaires à pH neutre.
Un autre mécanisme en deux étapes fut également rapporté récemment pour l’avian
sarcoma leukosis virus (ASLV), un alpharétrovirus. La première étape de ce dernier
mécanisme consiste en l’amorçage de la fusion avec la liaison du récepteur à pH neutre et
d’une étape finale à pH acide (Mothes et cou., 2000; Bamard et cou., 2004; Matsuyama et
cou., 2004).
1.7.1.1 L’activation de la fusion à pli acide
Le pH acide des endosomes activeraient la fusion de plusieurs types de virus
puisqu’il permet le passage de l’état métastable à une conformation capable d’induire la
fusion. La liaison à des récepteurs ne serait pas essentielle, mais elle peut faciliter la fusion
des glycoprotéines qui nécessitent un environnement acide. Ce type de fusion nécessite une
température typique de 37°C ou supérieure à 22°C. Différentes techniques sont utilisées
pour définir si la fusion cellulaire nécessite une activation par acidification. Les agents
acidotropes et certains inhibiteurs chimiques sont communément utilisés à ces fins. Par
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exemple, un composé d’origine bactérienne, la bafilomycine (un inhibiteur des V-ATPases)
bloque le transport actif de protons nécessaires à l’acidification des compartiments acides,
et certaines bases faibles conmie la cifioroquine et le chlorure d’ammonium se concentrent
dans les organelles acides. Ces agents entraînent par conséquent la disruption du gradient
de pH de la voie sécrétoire et la fusion virale acido-dépendante. L’ activation de la fusion
d’un virus est généralement considérée comme acïdo-dépendante lorsque l’entrée de ce
dernier est réduite par ces agents.
1.7.1.2 L’activation de la fusion à pli neutre
La fusion de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique a lieu à pH neutre.
Les glycoprotéines des virus utilisant cette stratégie d’entrée nécessitent l’engendrement
d’interactions avec des récepteurs et corécepteurs spécifiques. Ces virus fusionneraient
directement avec la membrane plasmique de l’hôte, mais certains virus endocytés
fusionnent dans des compartiments neutres (ex. cavéosomes) (Sieczkarski et Whittaker,
2002). Les virus qui fusionnent à pH neutre peuvent également fusionner à pH acide (Earp
et coli., 2005).
1.7.2 La classification des glycoprotéines virales
Les mécanismes de fusion des virus enveloppés de familles diverses seraient régit
par des règles communes. 11 existe deux classes définies de glycoprotéines de fusion, les
classes I et II. Les mécanismes et les structures des glycoprotéines diffèrent sensiblement
selon la classe à laquelle elles appartiennent. fi y a certaines glycoprotéines qui ne peuvent
être catégorisées dans ces classes puisque leur structure et le mécanisme de fusion sont trop
divergents (ex. la GP du vesicular stomatitis virus (VSV)).
Les glycoprotéines de classe I sont typiquement incorporées aux membranes de
l’hôte par un segment transmembranaire de type I et sont subséquemment transférées aux
virions par bourgeonnement. Ces glycoprotéines comprennent (a) un peptide signal en N-
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terminal qui les dirigent au RE (b) un ectodomaine proéminant (c) une séquence de
transfert formant une hélice-Œ qui les ancrent aux membranes virales ou cellulaires, et (d)
une queue cytoplasmique. Ces glycoprotéines sont habituellement scindées par des
protéases hôtesses en deux sous-unités étroitement associées. Ces protéines forment des
homotrimères fortement glycosylés. Une courte région très hydrophobe, riche en résidus
glycine et adjacente au site de clivage, le peptide de fusion, est critique à l’initiation de la
fusion. Les éléments HR1 et HR2 (heptad repeat) sont également conservés et sont
directement impliqués dans les changements de conformations nécessaires à la fusion.
L’ HR 1 se retrouve habituellement à proximité en C-terminal du peptide de fusion, et le
HR2 près du domaine transmembranaire. Dans le trimère de glycoprotéines, les HRs
forment un faisceau de six hélices dans lequel les HR 1 s’ arrangent en un trimère interne
sur lesquels les HR2 s’empilent dans une orientation antiparallèle (Eckert et Kim, 2001).
Cette conformation en faisceau représente une structure énergiquement très stable qui ne
serait observée qu’après la fusion membranaire.
Par opposition aux glycoprotéines de classe I, celles de classe II forment des
hétérodimères. Par exemple, le virus TBE (tick-bome encephalitis), un membre de la
famille FÏaviviridae, synthétise deux glycoprotéines, la E contenant les éléments
structuraux liés à la fusion, et le précurseur M (prM). La protéine E et le prM dimérisent
lors de leur synthèse au RE et la sécrétion dans l’espace extracellulaire des virions
recouvertes de ces glycoprotéines coïncide avec le clivage du prM par la furine (Stadier et
cou., 1997). Tout con-mie pour les GP de classe I, cette coupure résulte en la réorganisation
des glycoprotéines de surface en une forme métastable essentielle à la fusion (Elshuber et
coil., 2003).
Plusieurs études structurales et biochimiques réalisées surtout avec Ï’hémagglutinine
d’influenza (HA) et la glycoprotéine du Vffi-l ont permis d’élaborer un mécanisme par
lequel les glycoprotéines de classe I permettent la fusion. Selon ces modèles, ces
glycoprotéines sont synthétisées au RE sous forme d’homotrimères non-clivés et non-
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fusogéniques. Par la suite, le précurseur est clivé, bloquant ce dernier dans un état
métastable. La structure cristallographique de l’HAO (HA précurseur non-clivé) et HA1-
HA2 (hémaggiutinine clivée en ses sous-unités N-terminale (HA1) et C-terminale (HA2))
(Figure 15) montre bien le réarrangement local des 1$ acide aminés entourant le site de
clivage (Chen et coll., 1998). Sous sa forme HAO, ces résidus sont exposés au solvant,
repliés en une boucle prolongée et flexible. Suite au clivage, la nouvelle extrémité N
terminale de HA2 se sépare et le peptide de fusion s’enfouit profondément dans une région







Figure 15 Structure de l’hémagglutinine d’influenza
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Lorsque ce trimère clivé est exposé à une condition activant la fusion, un
changement de conformation radical s’opère. Dans le cas de l’HA, le pH acide des
endosomes induit ce changement. Pour ce qui est la gp 160 du V111- 1, la liaison à un ou des
récepteur(s) peut également induire le passage à une conformation thermodynamiquement
plus favorable engendrant la fusion. Cette transition entraîne la libération et même la
propulsion du peptide de fusion, de sa position enfouie, vers l’extrémité N-terminale du
faisceau formé par les HRs. Le peptide de fusion, maintenant exposé, peut s’insérer dans la
membrane lipidique de la cellule de l’hôte. La glycoprotéine virale est à ce moment ancrée
à la membrane de l’hôte par le peptide de fusion et à son enveloppe par son segment
transmembranaire. Cette conformation représente un intermédiaire de fusion. Ultimement,
la fusion des membranes débutera avec la juxtaposition des segments transmembranaires et
des peptides de fusion.
1.7.3 Le coronavirus du SRAS
Au début de l’année 2003, le monde a dû faire face à une épidémie de pneumonie
sévère dont l’étiologie était inconnue. La province chinoise de Guangdong serait à l’origine
de cette épidémie de pneumonie. Cette maladie, le syndrome respiratoire aigu sévère
(SRAS), se propagea rapidement dans 29 pays. La majorité des cas furent cependant
rapportés en Asie et dans la région de Toronto (http://www.who.int/fr). Les efforts
concertés de la communauté scientifique internationale ont permis l’identification rapide de
l’agent infectieux du SRAS comme étant un nouveau virus de la famille des Coronavirid,
le coronavirus du SRAS (CoV-SRAS)(Ksiazek et cou., 2003).
Les coronavims (CoV) sont des virus enveloppés arborant de grandes projections en
forme de massue à leur surface. Lorsque qu’examiné par microscopie électronique
l’ensemble de ces projections donnent l’aspect d’une couronne (latin corona). Ce genre de
virus infecte un large spectre d’hôtes qui s’étend de l’homme à la dinde et est associé
typiquement à des infections respiratoires, entériques, hépatiques et du système nerveux
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central. Chez l’homme, ils causent principalement des infections respiratoires et sont
responsables d’une bonne proportion de tous les rhumes. Les coronavirus sont divisés en
trois groupes phyllogénétiques. Les seuls coronavirus humains répertoriés font partie du
groupe I (229E et NL63) ou II (0C43, HKU1, SRAS). Le coronavirus du syndrome
respiratoire aigu sévère (C0V-SRAS) pourrait former un nouveau groupe (W) (Ksiazek et
coil., 2003), par contre de récentes études phylogénétiques suggèrent la classification de ce
nouveau virus au groupe II ou à un sous-groupe du groupe II (Magiorkinis et coli., 2004;
Eickmann et coil., 2003; Snijder et cou., 2003).
Le génome du CoV-SRAS est un très long ARN monocaténaire positif de 29.7 kb
dont l’organisation ressemble étroitement aux autres coronavirus (Marra et coli., 2003;
Rota et coll., 2003). Ce génome contient de longs cadres de lecture qui encodent, entre
autre, la polymérase à ARN essentielle à sa réplication et quatre gènes structuraux (S, E, M,
N) participant à la formation du virion et huit cadres de lecture qui produiraient des
protéines aux fonctions inconnues. Le gène S code pour la glycoprotéine S (aussi appelé
spike ou glycoprotéine E2), la E pour la protéine de l’enveloppe (smaïi E), la M pour la
protéine de membrane et le N pour la protéine de la nucléocapside. La co-expression des
protéines M et E (Ho et coil., 2004; Mortola et Roy, 2004) ou de M et N (Huang et cou.,
2004) permettrait, entre autre, le bourgeonnement viral et l’incorporation de la
glycoprotéine S (GPS) dans l’enveloppe virale (Vennema et cou., 1996). La protéine N agit
également comme nucléocapside puisqu’elle forme des complexes avec l’ARN génomique.
Les coronavirus du groupe II, à l’exception du CoV-SRAS, possèdent un gène structural
additionnel, non essentiel, codant pour une hémaggiutinine estérase (11E).
1.7.3.1 La glycoprotéine de classe I du CoV-SRAS
La glycoprotéine S du coronavirus du SRAS (GPS-SRAS) favoriserait l’entrée du
génome viral dans la cellule par un mécanisme de fusion vraisemblablement similaire aux
glycoprotéines virales de classe I décrites précédemment puisque toutes les glycoprotéines
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S des coronavirus possèdent des HRs structurellement similaires aux autres familles de
virus (Tripet et cou., 2004; Supekar et cou., 2004; Xu et cou., 2004b; Hsu et cou., 2004;
Xu et cou., 2004a; Ingallinella et cou., 2004; Zhu et cou., 2004; Liu et cou., 2004). En plus
de permettre la fusion virus-cellule, les GPS-SRAS permet également la fusion d’une
cellule infectée avec une cellule adjacente. Ceci entraîne la formation de cellules géantes
plurinucléées (syncytia) observées chez des patients atteints du SRAS (Nicholls et coil.,
2003; Hwang et coll., 2005), les macaques expérimentalement infectés (Kuiken et coll.,
2003) et suivant l’infection de cellules en culture (Ksiazek et coll., 2003; Hattermann et
coll., 2005). La formation de syncytia est un phénomène commun associé aux infections
virales, elle permettrait la propagation rapide du virus de cellule en cellule sans formation
de virus matures, par des mécanismes encore nébuleux.
La GPS-SRAS est constituée d’un long ectodomaine séparé en deux sous-unités
extracellulaires fonctionnelles (Si et S2). Très peu d’identité de séquence existe entre les
différents domaines Si des coronavirus, ceci expliquerait l’utilisation de récepteurs
cellulaires distincts puisque cette section des GPS permet la liaison aux récepteurs
cellulaires (Gallagher, 2001). Dans le cas de la GPS-SRAS, les acides de la région située
entre les acides aminés 31$ à 510 représentent le domaine minimale de liaison à son
récepteur, la métalloprotéase ACE2 (angiotensin converting enzyme-2) (Wong et coil.,
2004). Un récepteur alternatif, le CD2O9L, permet également la pénétration cellulaire du
CoV-SRAS (Jeffers et coll., 2004).
À l’instar des autres glycoprotéines de classe I, l’extrémité N-terminale de la GP
SRAS contient un peptide signal qui permet vraisemblablement la translocation au RE et la
N-glycosylation extensive de la GPS-SRAS à plusieurs sites potentiels (Ying et coll., 2004;
Krokhin et colÏ., 2003). Les glycoprotéines de coronavims possèdent toutes un seul
segment transmembranaire de type I. Chez les coronavims des groupes II et ifi, le clivage
des glycoprotéines S délimite habituellement la jonction des domaines Si et S2 maintenus
ensemble par des liens non-covalents, mais l’avidité des interactions entre les sous-unités
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peut varier selon la souche (Gallagher, 2001; Gallagher, 1997). Contrairement aux
domaines Si, la portion S2 est amplement plus conservée parce qu’elle contient les
éléments structuraux (HR) liés à l’activité fusogénique de cette protéine (Tripet et coil.,
2004). Puisque la GPS-SRAS possède les motifs fonctionnels HR1 et HR2, on suppose que
le mécanisme de fusion serait similaire aux glycoprotéines de classe I. fl faut cependant
noter quelques caractéristiques distinctes des GPS comparativement aux autres
glycoprotéines virales de classe I.
Premièrement, le clivage protéique de la GPS du virus murin de l’hépatite (MHV)
n’est pas immédiatement N-terminal au peptide de fusion prédit (Chambers et coll., 1990;
Bosch et coil., 2003). Donc tout comme les GPs du virus Ebola et Marburg (filovirus) et de
l’ASLV (avian sarcoma and teukosis virus, un aipharétrovirus) (Earp et cou., 2005), les
GPS de coronavirus possèderaient un peptide de fusion interne, c’est-à-dire, sans extrémité
N-terminale hydrophobe libre capable de s’insérer dans les membranes cellulaires. Le
mécanisme de fusion des GPS devrait donc être différent malgré qu’elles partagent
certaines caractéristiques des glycoprotéines de classe I clivées près des peptides de fusion.
De plus, le clivage des GPS n’a pas été observé chez les coronavirus appartenant au groupe
I, ce qui suggère que contrairement aux rétrovirus, orthomyxovirus et paramyxovirus le
clivage des GPS par les PCs ne soit pas essentiel à la fusion. Du côté cytosolique, le court
endodomaine de la GPS-SRAS influencerait son trafic cellulaire (Lontok et coll., 2004) et
son transport à la surface cellulaire (Giroglou et coll., 2004).
1.7.3.2 Les motifs de clivage associés aux GPS.
Plusieurs travaux traitant de la biosynthèse des GPS ont identifié que la plupart
subissait une endoprotéolyse limitée à des sites comprenant des acides aminés basiques par
une ou des protéases cellulaires inconnues. Le séquençage protéique des produits S2 des
GPS des groupes II et ifi identifia seulement des sites de coupure C-terminal à des résidus
arginine (Cavanagh et coll., 1986; Abraham et coli., 1990; Gombold et coll., 1993; Mounir
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et cou., 1993; Monta et cou., 1998; Jackwood et coiL, 2001). L’alignement des sites de
coupure identifiés expérimentalement avec toutes les GPS du groupe II (Tableau 5) et ifi
démontrent la présence de résidus basiques additionnels en amont des liens scissiles, soit:
en P2 et P4 et même en P5 (CoV-bovin, C0V-respiratoire canin, CoV-humain HKU1) et P6
(CoV-bovin). Par contre, un tel motif basique n’est pas présent dans cette région de la
GPS-SRAS.
Contrairement aux autres groupes, les GPS de coronavirus du groupe I ne semblent pas
subir de maturation protéolytique lors de leur synthèse (Wesseling et coll., 1994), suggérant
que le clivage n’est pas essentiel à la fusion de ces coronavirus.
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Tableau 5 Alignement de séquence des sites de clivage des coronavirus du groupe II
Les séquences des GPS ont été alignées avec CL USTAL W et les flèches indiquent les
positions des clivages confirmées expérimentalement.
CoV-SRAS CASYHT VSLLRSTSQK$IVAYTMSLAD
CoV-respiratoire canin W. DYST QRRSRRTITTGYRFTNFEPFTVNPVND
CoV-bovin CVDYST KRRSRRAITT’YRFTNFEPFTVNSVND
CoV-humain HKU1 CVDYNSPSSSSSRRKRRSISASYRFVTFEPFNVSFVND
CoV-humain 0C43 CVDYSK NRRSR AITT YRFTNFEPFTVNSVND
CoV de l’hépatite CTT ALRSRSFTT YRFTNFEPFNLDmu ri ne
CoV de la CVNYSI AHRARRSVSTYKLTTFEPFTVSIVND
sialodacryoadénite du rat
La mutagenèse dirigée (Yamada et coll., 1997; Bos et coll., 1995; Bos et coll.,
1997) et l’analyse génétique de mutants des sites de clivage (Yamada et coll., 1997;
Gombold et coil., 1993) et de ses révertants (Gombold et coll., 1993) confirment le rôle
critique des arginines en Pi et P4 pour le clivage des GPS. De plus, l’absence de résidus
défavorables comme Asp en P2 (Gombold et coll., 1993) et la préférence pour une Lys en
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P2 (Bos et cou., 1995) favorisent le clivage des GPS du MIIV (Tableau 6). Ces résultats
correspondent en tous points aux préférences de la furine pour ses substrats. Effectivement,
une étude très récente a permis de démontrer que les clivages des GP$ des variantes MHV
A59 bien (KSRRAH14SV) ou peu (KSRRADRI-SV) clivées (Tableau 6), sont inhibés par
le dec-RVKR-cmk (de Haan et coll., 2004). L’ensemble de ces résultats confirme
vraisemblablement l’implication des PCs dans la maturation des coronavims du groupe II.
La maturation des GPS varie aussi selon le type cellulaire et la souche utilisée
(Hingley et coil., 1998; Frana et coil., 1985). L’abondance des PCs dans ces lignées
cellulaires, et les différents motifs basiques des sites de clivage (Tabelau 6) expliqueraient
probablement ces observations.
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Tableau 6 Alignement des séquences des GPS de différentes souches de MHV
Les niveaux de clivage relatifs observés pour les différentes souches de MHV selon la
littérature. Niveaux de protéolyse observés :(ND) non déterminé, (-,) non détectable, (+,)
moins de 20%, (++) entre 20 et 50%, (+++) plus de 50%.
Région Niveau
de de(Souche, numéro d’accession) clivage clivage
(JBM, gi(465382) 758CVDYS SRRAR SVSTYRLTTFE78’
(2F,gi61799O3) 746CVNFS AHRAR SVSTYKLTTFE769
(2, gij1825483) 746CVNYS SHRARSSVST YKLTTFE769
-
(A59, gi 17769355) 706CVDYS SRRAH SVSTEYRLTTFE729
(A59, gij40806057) 713CVDYS SRRAH STYRLTTFE726 ND
(A59, gi2641129) 706CVDYS_SRRADSVSTGYRLTTFE729 +
1.7.3.3 Le rôle du clivage des GPS
Jusqu’à présent, on ne peut pas confirmer que le clivage des GPS est essentiel à la
fusion. Le débat scientifique entourant cette question demeure d’actualité puisque
contrairement à la plupart des glycoprotéines de classe I, le clivage n’est probablement pas
essentiel à l’infectivité des coronavims (Taguchi et coll., 1993; Hingley et coll., 2002; de
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Haan et cou., 2004). Les coronavims ne représenteraient pas la seule exception à cette
règle, puisque le blocage de la protéolyse des GPs du virus d’Ebola (famille Filoviridae) et
du cytomégalovirus humain (famille Herpesviridae) n’empêche pas leur réplication en
culture cellulaire (Wool-Lewis et Bates, 1999; Neumann et coll., 2002; Strive et coll.,
2002). fi est intéressant de noter que tout comme les coronavirus, certaines glycoprotéines
B d’autres virus herpes (ex. Herpes simptex) ne sont pas clivées. Néanmoins, la
conservation de ces motifs reconnus par les PCs laisse présager une fonction biologique à
ces clivages. De fait, la propagation cellule-cellule et la formation de syncytia seraient
favorisées par le clivage des GPS (Yamada et cou., 1997; de Haan et coli., 2004; Hingley et
coll., 2002).
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Chapitre 2. Présentation et objectifs du projet
n est généralement accepté par la comniunauté scientifique que l’endoprotéolyse
des glycoprotéines dans la voie sécrétoire, en aval de résidus arginine. est une modification
tardive réalisée par les PCs. Plusieurs glycoprotéines possédant des domaines
transmembranaires de type I sont effectivement clivées par les PCs dans la voie sécrétoire
constitutive. Au détriment des autres PCs, la plupart des études qui traitent de la maturation
des glycoprotéines membranaires sont limitées à la furine ou à l’utilisation d’inhibiteurs
peu sélectifs envers les différentes PCs. De plus, les travaux portants sur la maturation des
glycoprotéines par la furine se limitent habituellement aux rôles des résidus P4 ou en aval
du Pi. Un nombre très limité de publications suggèrent cependant que la furine reconnaît
positivement les résidus basiques, tels 1’Arg et la Lys en P6 (Krysan et cou., 1999; Lazure
et coll., 199$). La récente structure cristallographique de la furine confirme d’ailleurs ces
travaux (Henrich et coll., 2003). L’incidence de la nature des résidus en P6 sur l’efficacité
de la protéolyse exécutée par les autres PCs actives dans la voie sécrétoire constitutive
demeure pratiquement inexistante. Le courant général de pensée actuel veut qu’une
arginine en P4 et en Pi soit essentiel à reconnaissance des substrats par la furine, donc le
motif RXXR..L représenterait le consensus minimal.
De même, la subtilase de mammifère SKI-i démontre une forte préférence pour une
arginine en P4 et une leucine est majoritairement présente en P1 ou en P2 chez tous ses
substrats (Tableau 2). Le site de shedding de SKI-i (KHQKLLfl représente un substrat
atypique puisque contrairement à ses autres substrats (Tableau 2) ce motif ne présente pas
d’ arginine en P4. Par contre, le doublet de leucine serait critique (Elagoz et cou., 2002).
Donc, nous voulions tester l’hypothèse qu’en absence d’une arginine en P4, d’autres
résidus à d’autres positions permettent Ï’endoprotéolyse de l’intégrine Œ4 et de la GPS
SRAS à des sites atypiques reconnus par les PCs ou SKI-1.
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Nos objectifs consistaient à 1) identifier des nouveaux substrats des PCs ou de
SKI-1 présentant des motifs de clivage atypiques 2) déterminer la ou les PCs reconnaissant
les sites de clivage 3) déterminer les résidus qui compensent l’absence de l’arginine en P4
3) établir si la protonation de l’histidine en P6 limite l’endoprotéolyse de Ï’intégrine u4 4)
explorer le rôle de ces maturations atypiques dépendantes des PCs sur la fonction de
l’intégrine Œ4 et de la GPS-SRAS.
2.1. Problématique article 1
Les intégrines sont synthétisées sous la forme d’hétérodimères ccf3. Certaines chaînes
a subissent une endoprotéolyse limitée à des sites comprenant des doublets d’acides aminés
basiques. Deux types de motifs de clivage consensuels sont présents chez les intégrines
clivées (Type I RX(K1R)R. ou le Type II HXXX(KJR)Rj,). Ces motifs de clivage se
retrouvent habituellement dans la portion extracellulaire proximale au segment(J transmembranaire des intégrines Œ. Puisque certaines intégrines sont clivées en C-terminal
par les PCs (Lissitzky et cou., 2000), il fallait définir si l’intégrine u4, une intégrine de type
II clivée en son centre, était également clivée par les mêmes PCs que les autres intégrines
clivées en C-terminal.
Des travaux sur la biosynthèse de l’Œ4 suggèrent que son clivage a lieu dans un
compartiment tardif et acide de la voie sécrétoire. La firme et certaines PCs sont localisées
au TGN, un organite tardif et acide de la voie sécrétoire. Afin d’être clivé, un substrat doit
rencontrer une forme active de la PC et la structure du site de clivage doit être accessible et
se conformer à la spécificité de la protéase. Le motif de type II de l’Œ4 représentait un motif
atypique selon nos connaissances de la spécificité de la furine parce qu’aucune arginine ou
lysine ne se retrouve en P4 ou P6. L’histidine conservée chez les intégrines u de type II
pourrait être importante pour le clivage de ces intégrines par les PCs puisque la furine
reconnaît des résidus basiques en P6. La chaîne latérale de l’histidine est particulière parce
qu’elle peut gagner ou perdre une charge positive à des valeurs de pH (pKa 5,6)
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physiologiques. fl est possible que la P6 des sites de clivage des intégrines de type II ne
devienne chargée que tardivement dans la voie sécrétoire où le pH est acide. La variation de
charge de cette histidine pourrait influencer l’efficacité de clivage de ce type d’intégrines.
2.2. Problématique article 2
Les GPS des coronavirus du groupe II et ifi sont clivées en deux sous-unités (Si et
S2) à des sites comprenant des acides aminés basiques typiquement reconnus par les PCs de
la famille Kexine. Récemment, l’agent infectieux du SRAS, le CoV-SRAS, fut identifié et
son génome séquencé. La GPS-SRAS serait apparentée au coronavirus du groupe II selon
les plus récentes études phylogénétiques disponibles (Magiorkinis et coll., 2004; Eickmann
et cou., 2003; Snijder et coll., 2003). Par contre, l’alignement de séquences des GPS du
groupe II avec celles du CoV-SRAS suggère qu’elle n’est pas clivée ou qu’elle l’est par une
protéase distincte. L’alignement de la GPS-SRAS (Tableau 5) suggère que la GPS de ce
nouveau coronavirus pourrait être clivée par la subtilase SKI-l à la suite du doublet leucine
(HTVSLL666), un motif souvent présent chez ses substrats. Par contre, la présence d’une
valine en P4 plutôt qu’une arginine suggère que d’autres résidus doivent compenser
l’absence d’un résidu favorable en P4, si SKI-1 clive effectivement cette GPS.
Alternativement, la GPS-SRAS pourrait être clivée en amont d’un site potentiellement
reconnu par la furine (RNTR761) ou ne pas être clivée du tout.
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Chapitre 3. Article 1
(Article publié dans Biochemical Journal (2003), 371, 475-483)
Processing of Œ4 integrin by the proprotein convertases: histidine at position P6
regulates cleavage
Eric Bergeron, Ajoy Basak, Etienne Decroly et Nabil G. Seidah
Laboratoire de biochimie neuroendocrinienne, Institut de recherches cliniques de
Montréal
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Abbreviations used: Abz, 2-aminobenzoic acid; AMC, 7-amino-4-methylcoumarin;
BTMD, before transmembrane domain; DMEM, Dulbeccos modified Eagles medïum;
ECM, extracellular matrix; ER, endoplasmic reticulum; EGFP, enhanced green
fluorescence protein; endoH, endogÏycosidase-H; FBS, foetal bovine serum; HRP,
horseradish peroxidase; mAb, monoclonal antibody; MCA, 4-methylcoumarin-7-ainide;
MALDI—TOF-MS: matrix-assisted laser-desorption ionization—time-of-flight MS; PACE,
paired basic amino acid cleaving enzyme; PC, proprotein convertase; al-PDX, ai
antitrypsin Portiand; QFP, quenched fluorogenic peptide; RP-HPLC, reverse phase HPLC;
RT, reverse transcriptase; TGN, trans-Golgi network; Tyx-A, 3-nitro-Tyr-Ala; VCAM-1,
vascular celi adhesion molecule-1; VV, vaccinia virus; WT, wild-type.
‘Present address: INSERM U372, Pathogénie des Infections à Lentivirus, Parc Scientifique
et Technologique de Luminy, 163 Avenue de Luminy, 13276 Marseille, Cedex 9, France.
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Synopsis
The proprotein convertases participate in the limited proteolysis of integrin Œ4 subunit at
the H592VISKR597LST site, since this cleavage is inhibited by the serpin Œ1-PDX. Co
expression of o4 with each convertase in LoVo ceils revealed that furin and PC5A are the
best proŒ4 convertases. In agreement, processing of endogenous proa4 in CEM-T4 celis
was greatly enhanced in stable transfectants overexpressing either enzyme. In many
leucocyte ccli unes, the expression of furin closely conelated with the endogenous
processing efficacy, suggesting that furin is a candidate procx4 convertase. Mutational
analysis showed that replacement of Pi Arg597 by Ala (R597A) abrogated cleavage,
whereas the P6 mutant H592R is even better processed by the endogenous convertases of
CHO-Ki ceils. In vitro kinetic studies using synthetic peptides confirmed the importance of
a positively charged residue at P6 and showed that wild type Œ4 processing is best
performed by furin and PC5A at acidic and neutral pHs, respectively. Biosynthetic analysis
of proŒ4 and its H592R and H592K mutants in the presence or absence of the weak base,
NH4C1, reveaied that the P6 His renders its processing by furin sensitive to cellular pH.
This suggests that proŒ4 cleavage preferentially occurs in acidic compartments. In
conclusion, while the accepted furin processing motif is R-X-(KIR)-RL, our data further
extends it to include a reguÏatory His at P6 in precursors lacking a basic residue at P4.
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INTRODUCTION
Integrins form a family of celi surface heterodimeric czf3 adhesion receptors that regulate
ceil-ceil and ceil-extracellular matrix (ECM) protein interactions. They play a critical role
in various homeostatic processes, including embryogenesis, tissue remodeling, thrombosis
and leukocyte migration, and are involved in diseases such as cancer and inflammatory
pathologies [1]. So far, 18 (X and 8 f3 subunits are known and can form 24 distinct non
covalent Œf3 heterodimers [2]. 0f these, two c4-containing receptors have been described:
x4f31 and Œ4f37. Expression of 4f3 1 is restricted to leucocytes and some adherent celis
[3]. Nevertheless, its expression is critical for mouse cardiac and placental development [4].
The other dimer, Œ4f37, is only present in a specialized subset of lymphocytes that migrate
to the gut mucosa [5]. In vivo, 4131 and x4f37 bind the vascular ceil adhesion molecule-1
(VCAM-1) [6] and the mucosa addressin ceil adhesion molecule-1 (MadCAM-l) [5],
respectively. li addition, they both bind the connective segment-1 of the altematively
spliced V region of fibronectin [7].
Nine out of the 18 X subunits (x3, 4, x5, x6, 7, Œ8, v, aE and cdlb) undergo post
transiational endoproteolytic cleavage at a site comprised of pairs of basic amino acids
(Figure 1). This site is usually close to the C-terminal transmembrane domain, except for
aE and ciA where it is at the beginning and in the middle of their ectodomain, respectively.
Unlike the other cleavable cx integrins, prox4 (150 kDa) endoproteolysis generates N
terminal (80 kDa) and C-terminal (70 kDa) products that are held together non-covalently
(Figure 1) [9, 10]. To our knowledge, only processed forms of cleavable (X subunits are
present at the cell surface, except for cx4 whose processing seems to be regulated. For
example, quiescent T lymphocytes express cx4 mostly as an unprocessed chain at their cell
surface, whereas upon their ex vivo activation with phytohemagglutinin and interleukin-2
only fully processed o4 is detected at the celi surface [8, 10].
Recently, the crystal structure elucidation of the cxvf33 extracellular portion allowed the
visualization of its overali 3D structure as an ovoid “head” with two highly flexible “tails”
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which would extend to the plasma membrane in the native integrin [11]. The head is
formed by the seven-bladed 13-propeller of ow and the A-domain of I3, and is directly
responsible for ligand binding [11], while the tails are required for outside-in and/or inside
out signal transduction [12]. According to this crystal structure, the 0w cleavage site
(Arg890) would be close to the membrane [11]. In contrast, based on the a% / (xv alignment
(flot shown), the a4 processing site would be in a loop in the upper part of the tail, at the
interface with the head, suggesting that Œ4 cleavage may affect head movement andlor
flexibility.
Alignment of the cleavable x integrin sequences (using pileup and growtree GCG
programs) suggested the existence of two phylogenetic groups that present distinct
consensus cleavage sites: R-X-(KIR)R..L for group I members (Œ3, Œ6, cx7 and aE) and H
X-X-X-(KIR)R for group H members (x4, x5, xv, Œ8 and cxllb) (Figure 1). Thus, the
presence of a P4 Arg or a P6 His are distinguishing features of each group, except for Œllb
(group II) that exhibits both of them. Furthermore, group I members were shown to bind
ECM proteins that do flot exhibit RGD or LDV motifs, e.g., laminin [2]. Although it is
presently unclear for x4, other group II o integrins can bind ligands in an RGD-dependent
fashion [2].
A family of proprotein convertases (PCs), which are Ca2tdependent serine proteinases
reÏated to the yeast subtilisin-like kexin, exhibit a cleavage specificity for the consensus
sequence (RJK)-(X)-(KIR).L, where n = 0, 2, 4, or 6, compatible with that of integrin
cleavage sites. So far, seven basic aa—specific PCs are known: furin (PACE), PCi (PC3),
PC2, PC4, PACE4, PC5 (PC6) and PC7 (LPC, PC8) (reviewed in [13, 14]). They are
responsible for the limited intracellular proteolysis of a large number of precursors. With
the exception of PCi and PC2, the other PCs are present in the constitutive secretory
pathway and may be thus be candidate convertases for integrin processing. However, unlike
other PCs, PCi and PC2 are mostly found in the regulated secretory pathway of neural and
endocrine cells. Indeed, ex vivo studies revealed that furin [15, 16] and PC5A [15] process
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cLv, u5 and Œ6, and possibÏy o3 integrins [16]. Biosynthefic analysis of Œ4 and other (X
subunits have established that the cleavage occurs in post-endoplasmic reticulum (ER)
compartments [9, 16, 17] and that Œ4 processing is sensitive to organelle pH [9]. Similar to
pro4 cleavage, furin activation aiso occurs in post-ER compartments and requires mildly
acidic pH [18]. These resuits suggested that pro4 processing enzymes are active in acidic
compartments andlor its cleavage requires low pH.
The physiological consequences of pro subunit processing is stiil obscure, as
unprocessed Œ4f31 can reacli the ceil surface to bind VCAM-1 and fibronectin [8], and
similarly proŒ6f3l can bind iaminin-1 [19]. On the other hand, uncleaved Œ63i does flot
exhibit inside-out signaling following PMA activation. This suggests that cleavage of
proŒ6 is required to generate a proper conformation that enables the affinity modulation of
the Œ6f31 receptor by PMA [19]. Recently, it was also shown that the inhibition of
proa processing in HT-29 celis stably expressing the PC inhibitor al-PDX [20-22] reduced
adhesion on vitronectin in vitro but not on other ECM proteins such as laminin-1 and
collagen type I [23]. This reduced adhesion to vitronectin was expÏained by the inability of
unprocessed prov to stimulate phosphorylation of the focal adhesïon kinase and the
downstream mitogen actïvated protein kinases. Since cd-PDX was used in these
experiments, the authors could not mie out a probable pleiotropic effect of this serpin, as
PCs are responsible for the activation of a variety of cellular protein precursors involved in
cell signaling [13, 24] that may modulate integrin adhesion [25].
In the present study, we first determined that furin and PC5A are the main cellular
convertases responsible for the processing of Œ4f31 integrin. This observation was further
confirmed by the analysis of endogenous pro4 processing in CEM-T4 stably expressing
either PC. In vitro, both fiirin and PC5A effectively processed synthetic peptides
encompassing the cleavage site. Kinetic analysis revealed that at acidic pHs furin is best
suited to cleave at the H592VISKR597ST site, whereas PC5A prefers neutrai pH conditions.
In addition, in leucocyte-derived cell unes furin expression correlates with the extent of
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proŒ4 processing. Site-directed mutagenesis demonstrated the critical importance of Pi
Arg and P6 His for proa4 processing and established that P6 His restricts the site of
cleavage of proŒ4 by furin to acidic compartments. Finally, we also found that in CHO-K1
celis an uncleavable Pi R597A Œ4 mutant does not affect the in vitro adhesion of Œ4f3 1 to
VCAM-1.
EXPERIMENTAL
Recombinant plasmid construction and site-directed mutagenesis
Human Œ4 cDNA (ATCC, Manassas, VA, USA) was transferred from pBÏuescriptKS
($atI-XbaI) to the vaccinia virus vector pMJ6O1 ($aÏI-NheI) [21]. Oligonucleotides were
designed to substitute by PCR either His592 to Arg, Lys, Glu, Ala and Leu, or Arg597 to Ala.
Suent mutations were sometimes introduced to facilitate the screening with restriction
endonucleases. Mutated nucleotides are underlined in the following H592R, H592K,
H592E, H592A, H592L and R597A sense primers: 5’-CCTTGGTCCTCGAGTCATCAG-
3’, 5’ -CCACCTTGGTCCTAAAGTCATCAG-3’, 5’-
CCACCTTGGTCCCGAGGTCATCAG-3’, 5’ -CCTTGGTCCTGCTGTGATCAG-3’, 5’-
CCACCTTGGTCCTCTTGTC-3 ‘ ,5 ‘ -CCACCTTGGTCCTCATGTCATCAGTAAA
GCTAGTACAG-3’. These, and the antisense primer 5’-
ATGCATCATCTCCAGCATTAAA-3’ were used for PCR amplifications from the
PMJ6O1-Œ4 vector template, and PCR products were cloned in the pCRII-TOPO vector
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada). StyI and NsiI digestion of the recombinant vectors
generated a 264 bp fragment that was then substituted by that of the original
pBluescriptKS-Œ4 vector or PMJ6O1-Œ4 in the case of the H592R. Mutant cDNAs were
finally transferred into the bicistronic mammalian expression vector pRES2-EGFP
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) using XhoI and Sadll sites or SalI and Sadll sites for wild
type (WT) x4 and its H592R mutant. Human furin and mouse PC5A cDNAs [21] were also
subcloned into the pIRES2-EGFP vector between EcoRi and SalI sites. The pECE-3 1
vector ta kind gifi of E. Ruoslahti) was used as a template for PCR amplification of the
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human f31 cDNA that was then subcloned into pWES2-EGFP vector between the XhoI and
EcoRI sites.
Antibodies and Celi culture
Mouse monoclonal antibody (mAb) anti-Œ4 integrin (HP2/1) and Cy5 labeled goat anti
mouse IgG conjugate were purchased from Amersham Biosciences (Baie d’Urfé, QC,
Canada). Ml ceil culture media were purchased from Canadian Life Technologies
(Burlington, ON, Canada). CEM (ATCC # CCL 119), CEM-T4 [21], SupTl [21], Jurkat
(ATCC # Tifi 152), HL-60 (ATCC # CCL-240), U937 (ATCC # CRL-2367) celis were
grown in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Wisent,
St-Bruno, QC, Canada). LoVo-C5 cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) containing 10% FBS. CHO-FD1 1[Furin ceils and Jurkat stable
transfectant of Œl-PDX were cultured as described before [26, 27]. Vector, ciA and R597A
stably transfected CHO-Ki cells were grown in F12 Ham’s medium supplemented with
10% FBS and 400 ttg/ml Geneticin® (G418; Canadian Life Technologies). Ail media were
supplemented with 25 ig/ml gentamycin (Wisent) and cultured at 37°C in 5% C02.
Vaccinia Virus infections and transfections
About $0 % confluent LoVo-C5 celis were co-infected wïth wt, ciA and PCs recombinant
vaccinia viruses (VV) [21] using 1 pfu (plaque forming unit) of each stock, and haiwested
16 h later for cell surface biotinylation (see below). Wild type or recombinant pJRES2-
EGFP vectors (7 ig) were transfected in CHO-K1 celis in 60 mm plates using
LipofectamineTM 2000 reagent (Invitrogen). Ceils were either biotinylated 4$ h later (see
beÏow) or selected with 400 1g/rnl Geneticin®. Drug selected cells were submitted to two
rounds of fluorescence activated cell sorting (FACS) with a Moflo celi sorter (Cytomation,
Fort Collins, CO, USA) to obtain stable pools of similar human x4 integrin
immunoreactivity (HP2/1) using a Cy5-labeled secondary antibody. CEM-T4 cells (2.5 x
l0) were electroporated with a single pulse of 320 V and 960 jiF in 500 tL of RPMI-1640
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medium containing 50 ig of furin or PC5A recombinant pWES2-EGFP vector linearized
by AseI (Gene Pulser apparatus; Biorad, Mississauga, ON, Canada). After 48 h,
electroporated ceils were seeded in complete RPMI-1640 medium supplemented with 800
tgIml of Geneticin®. Ten days later, 1 EGFP positive celis of each transfection were
sorted by FACS to select pools of similar EGFP mean of fluorescence intensÏty.
Biotinylation assays, immuprecipitations and FACS
Ceils growing in suspension were labeled with biotin as described before [16]. Adherent
ceils were directly labeled in plates. In brieL 5 x 10 celis were incubated with 0.5 mg/nil of
sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce distributed by BioÏynx, Brockville, ON, Canada) for 1 h at
4°C with agitation in phosphate buffer saline containing 2 mM MgCÏ2. Cells were then
lysed on ice for 30 min in lysis buffer (1% nonidet P40, 50 mM Tris-HCÏ pH 7.4, 150 mlvi
NaC1, 0.1% SDS) containing a CompleteTM protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). Altematively, celis were lysed in SDS and EDTA ftee
buffer to maintain a4f3 1 association [8]. Clarified cell lysates were incubated with the
HP2/1 mAb and precipitated with protein G Plus/Protein A agarose beads (Calbiochem,
San Diego, CA, USA). The immunoprecipitated proteins were finally resolved by
SDS/PAGE and transferred to nitrocellulose membranes (Hybond ECL; Amersham
Biosciences). Biotinylated proteins were revealed with streptavidin-horseradish peroxidase
(HRP) conjugate and enhanced chemiluminescence ECL P1u5TM (both from Amersham
Biosciences). ECL P1usTM chemiluminesce or fluorescence was detected by film exposure
or StormTM imaging (Amersham Biosciences), respectively. Fluorescence was quantified
with the ImageQuantTM software (Amersham Biosciences). Taking into account the free N-
terminus and the presence of 26 and 56 lysines in the 80 kDa fragment or in the 150 kDa
precursor, respectively, the ratio of processed extracellular u4 was calculated as [80 kDa
band intensity/27] to [150 kDa hand intensity/57 + 80 kDa band intensity/27]. The absence
of a bias in the biotinylation process in favor of cleaved or uncleaved o4 was evidenced by
Coomassie Blue (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) quantification of the 150 and 80
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kDa bands after Œ4 immunoprecipitation and SDSIPAGE separation. The percentage of
cleavage obtained by both methods differed by only 2%. For radiolabeled cx4, hand
intensities were detected by Storm imaging after exposure to a phosphor screen
(Amersham Biosciences) and normalized to the number of Cys and Met residues.
Northern b]ot and RT-PCR
Northem blot analysis of furin, using a 1.1 kb cRNA probe corresponding to the antisense
of nucleotides 762-1839 of human furin, and RT-PCR of PC5, PACE4 and PC7 mRNAs
were performed as described [28, 29].
Peptide synthesis and purification
The three 17 aa long peptides [LGPXVISKRSTEEFPLQ where = His, Arg or Ma J were
synthesized on a solid phase automated peptide synthesizer (Pioneer modeÏ, PE-PerSeptive
Biosystems, Framingham, MA, USA) and purified by reverse phase-high performance
liquid chromatography (RP-HPLC) [30]. To obtain an intramolecularly quenched
fluorogenic peptide, a 2-aminobenzoic acid (Abz) donor and a 3-nitro-Tyr-Ala (Tyx-A)
acceptor groups were attached, respectively, to the N- and C-termini of a peptide
encompassing the a4 cleavage site (a4-QFP: and its P6
His to Arg mutant (Œ4-QFP-H592R: Abz-GPRVISKR597ISTE-Ty-A) [26, 31].
Enzymatic assays, Michaelis-Menten constant determination
Secreted mouse PC5A and human furin-BTMD (before transmembrane domain) were
collected from VV-infected BSC4O celis for enzymatic assays [21]. Ml peptide digestions
were made in 96 well plates, in 100 IIL of 50 mM Mes (2-(N-morpholino}-ethanesulfonic
acid) + 50 mM Hepes (4- { 2-hydroxyethyl } -1 -piperazineethanesulfonic acid) buffer, 2 mM
CaC12, adjusted to pH 6.0 or 7.4. Initial rate determinations were obtained with increasing
concentrations of either cL4-QFP or Œ4-QFP-H592R (0.3-25.7 iM) at room temperature
with a quantity of enzyme releasing 0.5 nmol/h of 7-amino-4-methylcoumarin (AMC) from
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the pERTKR-4-methylcoumarin-7-amide (MCA) substrate [29]. The fluorescent C-terminal
products of Œ4-QFP and Œ4-QFP-H592R cleavage were quantified on a Spectramax
Gemini EM spectrofluorimeter (Molecular Devices; Sunnyvale, CA, USA) using 320 and
420 nm as excitation and emission wavelengths, respectively [31]. The initial rate (Vo) was
determined using least square regression analysis of the spectrometer data recorded from O
to 120 seconds after enzyme addition [31]. Kinetic parameters Km(app) aiid Vmax(app) were
determined with Grafit4 software (Erithacus Software, Horley, UK). The data obtained
were fitted to the hyperbolic Michaelis-Menten rate equation. Purified Œ4 and a4 mutant
peptides (250 .tg/m1) were incubated with increasing amount of furin and PC5A,
corresponding to an AMC release of 0.2 to 1.1 nmol/h. The extent of peptide cleavage was
calculated by peak integration of RP-HPLC chromatograms and identification of the
products further confirmed by Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight
mass spectrometry (MALDI-TOF) using a Voyageur DE-Pro instrument (PE PerSeptive
Biosystems; Framingham, Mass, USA) [30].
Metabolic radiolabeling
CHO-FDÏÏ/furin ceils were co-transfected with 2 tg of the f31 recombinant vector and 6
tg of the pIRES2-EGFP vector alone or expressing WT x4, H592R or H592K using
LipofectamineTM 2000 reagent (Invitrogen). The next day, cells were pulsed with 200
tCi/mI of EasyTag Express [355] methionine/cysteine labeling mix (NEN Life Science,
distributed by Mandel Scientific, Guelph, ON, Canada) for 1 h and chased for 2.5 h in
DMEM 10% FBS supplemented with 240 mg/l Cys and 150 mg/1 Met (both from Sigma),
in the presence or absence of 15 mM NH4C1 (Sigma). Cells were lysed in presence of 10
mM EDTA and the lysates analyzed as described above.
Celi adhesion assay
CHO-Ki cells were stably transfected with either empty pIRES2-EGFP vector or that
expressing Œ4 or its R597A mutant (see above). Selected pools were checked for equivalent
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amount of surface a4 by flow cytometry (see above) with a FACScaliburTM cytometer (BD
Bïosciences). Adhesion assays [32] were performed in 96 well plates coated ovemight with
1 .tg/m1 of human recombinant VCAM- 1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and
blocked with BSA. Stable poois were resuspended with Versene (Invitrogen), rinsed twice
with 1% BSA RPMI-1640 medium to remove BDTA and 3 x i0 cells/well were incubated
30 min at 37°C in the same medium. Non-adherent celis were removed by 4 washes with
1% BSA RPMI-1640 and adherent celis were quantified by monitoring the endogenous
phosphatase activity [32].
RESULIS
Processing of Œ4 is blocked by Œ1-PDX
lii order to verify whether PCs are involved in the processing of c4 integrin, we analyzed
its cleavage in Jurkat ceils, a lymphoid-derived CD4 ceil une which expresses furin, PC7
and PC5 [21]. The fate of c4 was followed by celi surface biotinylation,
immunoprecipitation of celi extracts with an anti-Œ4 mAb, SDS-PAGE under non-reducing
conditions, blotting and revelation with streptavidin-HRP. As seen in Figure 2, the
endogenous 150 and 180 kDa proc4 is partially processed into N-terminal and C-terminal
fragments of 80 and 70 kDa, respectively [10], while no detectable processing occuned in
the presence of Œ1-PDX. This resuit strongly suggests the implication of one or more PCs
in proŒ4 maturation in Jurkat ceils. Furthermore, flow cytometry analysis demonstrated
that the celi surface level of x4 was not affected by PC inhibition (izot shown).
Processing of a4 is best performed by furin and PC5A
To define which PC(s) can process x4, we chose to co-infect the furin-deficient LoVo ceils
[33], in which a4 is barely processed (Figure 3, WT), with recombinant vaccinia viruses of
Œ4 (VV:Œ4) with each PC [21]. Co-expression of PC5A (the most effective), PACE4 or
furin and to a lesser extent PCi and PC5B resulted in a substantial increase in Œ4
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maturation, while full length or soluble (BTMD-) PC7 did not process this precursor. The
soluble PC5A was more effective in processing proŒ4 than its membrane-bound isoform
PC5B, as previously observed for other cx integrins [15]. However, engineered soluble
forms of furin and PC7 (BTMD) did not show an increased activity, suggesting that the
lower efficiency of PC5B may rather result from the localization of PC5B in early
compartments of the secretory pathway (brefeldin A dispersible) [34].
We next evaluated the extent of the endogenous o4 maturation in six leucocytes
derived celi lines (Figure 4A) whose endogenous furin levels were estimated by Northem
blot analyses (Figure 4B) and by RT-PCR for PC5, PACE4 and PC7. Mthough the
efficiency of x4 processing (U937, 89% > Jurkat, 52% > HL6O, 32% SupTi, 31%
CEM, 28% > CEM-T4, 22%) generally correlates with the furin mRNA levels (Figure 4B),
the presence of the other PCs, especialÏy PC5 may contribute to the overali processing
profile of each cell line. Both vaccinia virus expression (Figure 3) and stable expression of
PC7 in Jurkat ceils (not shown) clearly demonstrated that PC7 does flot process proc4
integrin. The contribution of PACE4 also seems minor since its presence in HL6O does flot
seem to enhance significantly processing as compared to ail the other cell unes that do flot
express it. Thus, it seems that furin and PC5 are the main cognate convertases of proŒ4.
Jndeed, the correlation of processing to furin mRNA levels was not perfect since furin
mRNAs were
— 2 fold more abundant in HL6O than in SupTi cells for a similar extent of
proa4 maturation. This could be explained either by a specific cell type environment or by
the contribution of PC5 in prox4 processing.
Since furin and PC5 are expressed in many cell types containing x4 integrin and that
neither PACE4 or PCi were detected in tested T4-lymphocyte cell lines [21], we focused
on these two enzymes. Their processing activity was assayed in CEM-T4 cells in which
endogenous o4 processing is low. We used the bicistronic vector pWES2-EGFP to select
for stable furin or PC5A transfected pools expressing similar levels of EGFP. As shown in
Figure 5, furin (96%) and PC5A (88%) highly increase proŒ4 processing. We also
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observed some co-immunoprecipitation of f31 integrin since we omitted in this case EDTA
and SDS in the lysis buffer [8]. The fact that PC5A is almost as potent as furin in CEM-T4
stable transfections compare to LoVo celis VV infections may be reiated to the different
expression systems used or to celi-type specific properties. Expression of furin and PC5A
could also increase Œ4 processing in Jurkat ceils, whereas the membrane-bound PC5B and
PC7 could not (flot shown), confirming the abiiity of these two PCs to cleave Œ4 in more
than one CD4 ceil une.
In vitro and ex vivo processing of cz4 mutants
Since PCs often need a P6 Arg/Lys in absence of a basic residue at P4 [35], we assessed the
importance of the His residue at P6 (Figure 1) in (x4 processing. Furin and PC5A were thus
incubated with a high concentration (—130 tM) of peptides mimicking the WT site
(LGPHVISKR597 .L STEEFPLQ) or its P6 mutants H592R and H592A and the % cleavage
was monitored by RP-HPLC. WT and H592R peptides were simiiarly cut by either enzyme
at pH 7.0 (Figure 6). In contrast, the H592A peptide is flot cleaved at ail by furin and about
only 2-fold iess efficiently by PC5A. These data suggest a more stringent requirement for a
P6 positively charged residue for furin than PC5A.
To test the hypothesis that a positive charge at P6 may reguiate processing, we
transiently expressed Œ4 integrin mutants (: H592 to R, K, E, A, or L; Pi: R597A) in
CHO-Ki ceiis and analyzed their cleavage (Figure 7). Similar signal intensities suggest that
the Œ4 mutants were expressed and reached the ccli surface as weil as WT Œ4. The R597A
mutation was the oniy one that abrogated Œ4 processing, and the H592E, H592A and
H592L mutations reduced proŒ4 processing by 39, 71 and 66%, respectively.
Unexpectedly, the Glu substitution seemed to be preferred to Ala and Leu. While the
mutant H592K maintained the Œ4-processing rate, the H592R mutation increased it. Thus,
in contrast to in vitro experiments in which the H592R peptide was as well cieaved as the
WT one, ex vivo the H592R mutation lcd to a 25% increase in proŒ4 processing (Figure 7).
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In vitro analysis of the pH dependent processing of WT Œ4- and its H592R mutant
To correlate extent of positive charge of the P6 His and the pH dependence of the
processing efficacy of proŒ4 by furin and PC5A, we synthesized two intramolecularly
quenched fluorogenic peptides, Œ4-QFP and Œ4-QFP-H592R, encompassing the Œ4
cleavage site: Abz-GPHVISKR597sLSTE-Tyx-A and its H592R mutant. Its cleavage at
Arg597 was confirmed by RP-HPLC and MALDI-TOF identification of the products [30]
(flot shown). Digestion was performed using a fixed activÏty of either furin or PC5A,
releasing 0.5 nmol of AMC from the substrate pERTKR-MCA in one hour at pH 7.4, and
increasing amounts of Œ4-QFP or Œ4-QFP-H592R. The released Abz-GPHVISKR597
product at both pH 6.0 and 7.4 was followed by fluorimetry [30] and the apparent Vmax and
Km were determined using Michaelis-Menten plots. The pH dependence of the Vmax I Km Ï5
depicted in Figure 8. While PC5A cleaves the H592R substrate -3-fo1d more effectively at
pH 7.4 vs 6.0, furin is simiÏarly active at both pHs. This reveals that on favorable substrates
that do flot contain His, the activity of both convertases is optimal at neutral pH, a condition
best favoring PC5A activity. In contrast, the WT peptide is best cleaved by furin at pH 6.0
and by PC5A at pH 7.4 (Figure 8). We surmise that since in the WT peptide His occupies
the P6 position, its pH dependent charge neutralization may negativeÏy regulate the extent
of o4 processing, such that when His is positively charged (pH 6.0), Œ4 may be optimally
cleaved by furin, but flot by PC5A.
The P6 histidine limits Œ4 processing to acidic secretory compartments
The above in vitro resuits demonstrate the necessity of a positively charged P6 residue for
cx4 endoproteolysis by furin (Figures 5 and 8). Previous studies [31, 35] demonstrated that,
in the absence of a P4 basic residue, furin activïty is enhanced by P2 or P6 basic residue
suggesting that P6 His contribution to Œ4 processing could vary depending on its
protonation state. Since the charge on His side chains (pKa - 6.5) are highly susceptible to
physiological shift of pH present along the secretory pathway [36], we hypothesized that
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the P6 His becomes more positiveiy charged as Œ4 traffics to the TGN (pH —5.9-6.3) and
less so upon reaching the ccli surface. This suggested that proa4 processing by furin could
be pH dependent. To verify this hypothesis and since furin concentrates in the TGN, we
examined the effect of 15 mM NH4C1 that should neutralize the pH of the TGN from —5.9
to —6.8 [37]. Since furin-deficient CHO ceils (FD11) do flot process procx4 (pulse-chase
experiment; flot shown) and to specificaily assess the extent of NH4C1 inhibition of the
furin-processing of proŒ4, we decided to transfect CHO-FD11 stably expressing furin [26].
As controls, we aiso anaiyzed the H592R and H592K mutants (pKa of Arg and Lys side
chains —12.5 and 10.5, respectively) whose processing is expected flot to be significantly
inhibited by NH4C1. Short incubations and relatively low concentrations (15 mM) of NH4C1
were seiected to minimize undesired effects such as inhibition of furin activation [18],
and/or modulation of its trafficking [38].
Transfected CHO-FD11/Furin cells were puise-Ïabeled for 1 h and chased for 150 min
in the presence or absence of 15 mM NH4C1 (Figure 9). To facilitate Œ4 anaiysis,
immunoprecipitation of ccii iysates was performed in the presence of EDTA to disrupt the
x4J31 dimers. The 130 kDa proa4 corresponds to endogiycosidase-H (endoH) sensitive
species still present in the ER (and hence not cieavabie by furin), and the 150 kDa endoH
resistant form of prox4 is the precursor form that is processed [9]. The percent proŒ4
processing was thus calculated as the ratio of the normalized 80 kDa product [21 Cys +
Met] over that of the total normalized endoH resistant [80 kDa (21 Cys + Met) + 150 kDa
(44 Cys + Met)] species. In stable pools of CHO-FD 1 1/Furin and in absence of NH4C1, WT
proŒ4 and its mutants were equaily processed (—93-94%, Figure 9). In presence of NH4CÏ,
processing of WT prox4 was inhibited by 36% (94% to 60%) whule that of the H592K and
H592R mutants was minimaliy inhibited (5% and 1%, respectively; Figure 9). This
suggests that the P6 His enhances the sensitivity of prox4 processing to pH modulation by
NH4C1.
Cleavage of c4 does not modify adhesion in vitro
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It was shown that overexpression in K562 ceils of an non-cleavable R597L Œ4 mutant did
flot affect Œ413 1 adhesion on fibronectin or VCAM- 1 [8]. To verify if the extent of proŒ4
cleavage modulates adhesion to VCAM-1 in CHO-Ki ceils, we praduced stable
transfectants expressing the empty vector (CHO-CTL), WT Œ4 (CHO-WT) or its
uncleavable R597A variant (CHO-R597A). Stably transfected ceils were twice sorted by
FACS ta select pools that express equivalent amount of surface u4. As expected, no
cleavage was observed for the R597A mutant while the rate of cleavage observed for WT
(64%; Figure 10) was simiÏar to that obtained in transient transfected ceils (62%; Figure 7).
Finally, the generated celi pools were incubated on immobilized VCAM-1, an Œ4 ligand,
for 30 min at 37°C. The bound celi fraction was quantified by densitometry. The a4
specificity of the binding was demonstrated by the absence of binding ta BSA and low
adhesion of CHO-CIL celis ta VCAM-1 (Figure 10). However, under these conditions, Œ4
and its uncleavable proŒ4 form shared the same adhesion properties. We thus conclude that
proŒ4 cleavage does not affect the adhesion of either CHO ceils (this work) or K562 ceils
[8] ta VCAM-1.
DISCUSSION
In the present study we investigated the pracessing of human integrin aA subunit. Our
resuits demonstrate that the cleavage of proa4 (150 kDa) at the HVISKR597.LST sequence
in Jurkat ceils was campletely inhibited by the PC inhibitor x1-PDX (Figure 2) and the
R597A mutation (Figure 7). Co-expression in LoVa-C5 celis of Œ4 and PCs revealed that
furin and PC5A efficientÏy processed proc4 (Figure 3), suggesting their implication in this
maturation event. The extent of the Œ4 endogenous cleavage in five hematapaietic celi lines
(22 ta 89%) generally correlated with their furin and PC5 mRNA expression (Figure 4). In
the CEM-T4 celi une, which has the lowest levels af praa4 pracessing and furin and PC5
rnRNAs, stable expression of furin and PC5A increased the Œ4 maturation level from 22%
ta 96% and 88%, respectively (Figure 5).
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VV:PC5A infection of LoVo celis led to a better rate of proc.4 processing than
VV:furin infection (Figure 3) and both enzymes cleaved in vitro the QFP-a4 peptide
encompassing the uA- processing site (see beïow). Thus, our overail resuits are in favor of a
predominant role of furin andlor PC5 in Œ4 processing in a celi-type dependant fashion.
This conclusion is reinforced by the following findings: (j) an extremeÏy low proŒ4
cleavage levels in two furin-deficient celi unes, LoVo (Figure 3) and CHO-FD 11, both of
which expressing very low levels of PC5 (flot shown) (ii) 100% processing of exogenous
proŒ4 in the highest furin-expressing celi une K562 (flot shown and [8]), whereas it was
89% cleaved in U937 ceils expressing about 2-fold less furin mRNA, and (iii) following
lymphocyte activation, the increase in proŒ4 processing [10] correlates with the
upregulation of the mRNA levels of furin, but flot with the invariant PC5 mRNA transcripts
[29].
Generally, effective furin processing of precursors requires the presence of a Pi Arg
and at least one and better two additional Arg or Lys residues at either P2 and P4, P2 and
P6 or P4 and P6 positions [31, 35, 39]. The absence of a P4 or P6 Arg or Lys but the
presence of a P6 His are distinguishing features of group II Œ integrins (Figure 1), as
compared to the majority of known furin substrates [14]. We thus examined the role of the
P6 His and its variants in proc4 processing by either in vitro digestions of peptides
mimicldng the proŒ4 cleavage site (Figures 6 and 8) or ex vivo processing of WT and
mutant forms of proŒ4 (Figure 7).
In vitro, at high peptide concentrations (—130 .tM) whiÏe P6 His substitution to Ala
completely abolished furin cleavage and significantly reduced PC5A processing (Figure 6),
its substitution to Arg did not signfficantly affect the peptide cleavage by either enzyme at
pH 7.0. Thus, under optimal substrate concentrations furin does not cleave Œ4-peptides
lacking a positively charged amino acid at the P6 position. Kinetic analysis using limiting
peptide concentrations of quenched fluorogenic substrates, showed that at pH 7.4 both furin
and PC5A prefer the H592R substrate (Figure 8). In contrast, the WT peptide is best
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cleaved by furin at pH 6.0. We thus demonstrated for the first time that His at P6 and its
protonation state may be as crucial as Arg in furin recognition motifs in which there is no
basic amino acid at P4. PC5 was less stringent in its requirement for upstream basic
residues, an observation supported by a recent in vitro PC5 study [40], and seems to prefer
cleavage at neutral pHs, as previously reported for other substrates [15, 21, 35]. The impact
of different P6 substitutions on proŒ4 processing was also assessed ex vivo (Figure 7). In
agreement with the kinetics of the in vitro study at pH 7.4 using quenched fluorogenic
substrates (Figure 8), Arg at P6 enhanced processing, indicating that the endogenous proŒ4
cleavage in CHO-Ki cells is dependent on the presence of a positively charged residue at
P6, and possibly occurs at pHs doser to neutrality. Furthermore, while P6 Ma and Leu
substitutions did not completely block Œ4 cleavage, the Pi Arg substitution to Ala
abolished it. Similarly, Teixido et aï. observed eïther a partial (P2 Lys to Gin) or total (Pi
Arg to Leu) blockade of proŒ4 processing with their mutants [8]. This suggests that, while
Plis the most critical position, the P2 and P6 ones are not essential for cleavage but greatly
enhance the extent of processing.
In this study, we also examined the impact of the P6 His on the pH sensitivity of proŒ4
cleavage by PC5A andlor furin both in vitro (Figure 8) and ex vivo (Figure 9). The in vitro
data clearly show that furin best cleaves the WT peptide at acidic pHs while the reverse is
true for PC5A (Figure 8). In agreement, we showed that treatment of CHO-FD11 cells
overexpressing furin with a low dose of 15 mM NH4C1, which increases the pH of
organeiles, led to a significant inhibition of WT proŒ4 maturation, while the Lys and
especially Arg P6 mutants were much less affected (Figure 9). The fact that the Lys mutant
is somewhat affected also, suggests that aside from the P6 His effect, pH could also affect
the overall conformation of the heterodimeric integrin and possibly furin activity. Notice
that in this work we have used 15 mlvi NH4C1 rather than the 50 mM used for the furin
work [38]. The high concentration of this agent may indeed affect endocytosis and/or furin
trafficking. However, at the classical low dose < 20 mlvi, the effects on furin activation
andlor recycling and endocytosis are not known. Nevertheless, the observed differential
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effect of NH4C1 was consistent in three separate experiments and the processing of the WT
form was aiways the most affected one. Furin is mainly found in the TGN but also transits
to the celi surface where it is endocytosed and recycled back to the TGN [14]. At the celi
surface, furin processes the anthrax toxin protective antigen [14], thereby stimulating
endocytosis of the toxin [41]. Furin was also reported to cleave a mutant insulin receptor in
the neutral ER [42] and Pseudomonas exotoxin A within the acidic endosomes [14]. This
suggests that furin is flot onÏy active in the TGN but also in more (early endosomes) or less
(ceil surface, ER) acidic environments. We thus propose that the presence of a P6 His in
furin substrates restricts their cleavage to acidic compartments of the secretory pathway,
where His would be fully charged. In agreement, no celi surface proŒ4 processing could be
detected [9]. It is flot yet known if His may replace a basic residue in P2 or P4. However, a
natural P2 Arg to Hïs mutation blocks proalbumin cleavage [43]. This study could be
extended to substrates that, like Œ4, harbor a conserved P6 His in the presence of a Pi Arg
and either a P2 or P4 Arg or Lys, including other members of group II Œ integrins (Figure
1), VEGF-C [44] and BMP-4 [45].
Finally, the in vitro adhesion properties to VCAM-1 of an uncleavable form of proŒ4
were similar to that of cx4 (Figure 10), opening the question of the physiological function of
proŒ4 processing. It was reported that processing proŒ6 is important for inside-out
signaling [19]. However, our preliminary data with PMA activation of Œ4-CHO
transfectants did not reveal a significant difference in adhesion on VCAM-1 between
processed wild type Œ4 and unprocessed R597A proŒ4 (not shown). It may thus be
necessary to find an in vivo model in order to gauge the importance of this processing, e.g.,
in knock-in transgenic mice expressing the R597A mutant. Noteworthy, knockout studies
in mice revealed that during embryogenesis the x413 1 integrin [46] and furin [47] are both
required for chorioalÏantoic fusion and early cardiac development, suggesting that furin
may be needed to process proŒ4 during development. Processing may also be important for
the differential migration of activated lymphocytes to inflamed peripheral tissues such as in
the central nervous system [48].
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In conclusion, the past [15, 16] and present data support the notion that furin and
PC5A are the major candidate converting enzymes of ail processed integrins o chains.
lnhibitionlsiiencing of one or both of these two convertases wiii probably lead to the
compiete abrogation of ail prou chains processing. Our data further point out the
importance of the P6 His in favoring an acidic milieu for the proŒ4 processing event to take
place, a conclusion that may be extended to other precursors presenting a His at the vicinity
of a PC-processing site. Indeed, most PCs exhibit a His at the P7 position of their
secondary prosegment processing site [49], whose autocatalytic cleavage requires acidic
pHs and ieads to enzyme activation [18]. Finaliy, P5 or P7 to P9 His residues may be
responsible for the processing in endosomes, and flot at the ceil surface, of Pseudomonas
exotoxin A at the RHRQPR.i- site and Shiga SLT- 1 toxin at the HHHASRVAR.L sequence
[14]. Our conclusions on the importance of His in regulating the processing of specific PC
substrates may thus extend to residues other than P6.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1 Schematic of a4 and alignment of group II cx integrins
The processing sites (arrows), transmembrane domains (black box) and cytosolic tails
(hatched box) are ernphasized. The basic and His residues present in the a4 cleavage site
are underlined. AÏignment of the sequences surrounding human cx integrin cleavage sites
containing a P6 His (group II). Note that aIIb(*) is phylogenetically doser to group II
members (see text).
figure 2 Inhibition ofcx4 processing by cxI-PDX
Stably transfected Jurkat celis expressing the empty (CTL) or al-PDX recombinant
pcDNA3 vector were ccli surface biotinylated and lysed in the presence of $DS and EDTA.
After a4 immunoprecipitation, SDS/PAGE (6% gel) under non-reducing conditions and
blotting, biotinylated proteins were revealed with streptavidin-HRP. Open arrows indicate
the positions of procx4 and mature N- and C-terminal cx4 fragments. A long exposure was
shown to better visualize the cx4 products.
Figure 3 Cleavage of cx4 by proproptein convertases
LoVo ceils were co-infected with 1 pfu of VV:cx4 and 1 pfu of either WT, PCi, Furin,
PACE4, PC5A, PC5B, PC7, BTMD-Furin or BTMD-PC7 recombinant VV. After 16 h,
celis were biotinylated, lysed and the a4 immunoprecipitated products were separated by
non-reducing SDS/PAGE (6% gel). Following blotting, immunoprecipitated proteins were
revealed with streptavidin-HRP. Empty arrows point at procx4 and mature cx4 species.
Figure 4 Correlation between the extent ofproa4 processing and furin expression
level in human leucocytic ceil unes
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(A) foÏÏowing celi surface biotinylation and lysis, anti-a4 immunoprecipitated proteins
were separated by SDS/PAGE (6% gel) under non-reducing conditions, blotted and
revealed with streptavidin-HRP. Open arrows indicate the positions of proŒ4 and a4
species while the black anow points to that of the co-immunoprecipitated f31 integrin (best
visualized in U937 celis). The percent processing values were calculated (sec
Experimeiztal) by scanning of films exposed for various times. (B) Northem blot analysis of
human furin and RT-PCR of PC5, PACE4 and PC7 in human leucocytic ceil lines. Furin
mRNA level were derived from phosphor screen scanning of {32P]-labeled cRNA
hybridized membranes. Furin levels were normalized to the ribosomal 18$ RNA probe
signal. The points illustrate relative furin mRNA levels (right axis) and the histogram bars
the proŒ4 processing extent (lefi axis). The line between furin expression level points vas
traced to visualize the correlation between the two parameters. The results of RT-PCR
emphasize the endogenous presence (+) or absence (-) of either PC5, PACE4 or PC7
mRNAs in these ceils.
Figure 5 Stable expression of furïn and PC5A ïncrease proa4 endoproteolysis in the
CD4 lymphocyte celi une CEM-T4
CEM-T4 cells were stably transfected with either empty vector (CTL), furin or PC5A. The
pools of celi surface proteins were biotinylated, lysed and immunoprecipitated with an
mAb. Immunoprecipitated proteins were separated by SDS/PAGE (6% gel) under non
reducing conditions, followed by revelation with streptavidin-HRP. The migration positions
of proa4, u4 fragments (clear arrows) as well as the co-immunoprecipitated f31 integrin
(black arrow) are shown. Caïculation of the percentage processing was realized with the
densitometric data acquired from STORM imaging (sec Experirnental).
Figure 6 hi vitro processing of wild type ami mutant peptides eucompassing the a4
processing site
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Identical concentrations of 17 mer (—130 jiM) a4 and mutant peptides were incubated with
increasing amounts of furin or PC5A activity (pERTKR-MCA fluorogenic PC substrate)
for 15 min at room temperature in 100 pi Tris-Acetate buffer (pH 7.0) with 2 mM calcium
chloride. Product appearance was measured by RP-HPLC by integration of the products
and initial peptide peaks. Œ4wt (O), H592R (D) and H592A (À).
Figure 7 CeIlular processing of proŒ4 cleavage site mutants
CHO-Ki ceils were transfected with WT Œ4, H592R, H592K, H592E, H592A, H592L
recombinant vectors. Ceil surface proteins were biotinylated, lysed and immunoprecipitated
with an a4 mAb. Immunoprecipitated proteins were separated by SDS/PAGE (6% gel)
under non-reducing conditions, foÏÏowed by the revelation with streptavidin-HRP. The
migration positions of proa4, Œ4 fragments (clear arrows) as well as the co
immunoprecipitated 531 integrin (black arrow) are indicated. Calculation of the percentage
processing was calculated with the densitometric data acquired from STORMTM imaging
(see Experirnental).
Figure $ pH dependence of the in vitro processing of WT and 11592R quenched Œ4-
fluorogenic substrates
Apparent Vmax and Km were determined by the digestion by either furin or PC5A of
increasing concentrations (0.3 iM to 25.7 iM) of the intemally quenched fluorogenic
peptides, u4-QFP and a4-QFP-H592R at pH 6.0 and 7.4. The released Abz-GPHVISKR597
product was followed by fluorimetry and derived initial rates were fitted to the Michaelis
Menten equation. The calcuÏated standard enor variations for the mean are depicted by the
error bars.
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Figure 9 NH4C1 inhibition of furin-generated proŒ4 processing
(A) CHO-fD11/furin ceils were transfected with WT a4, H592R, and H592K recombinant
vectors. Celis were pulse-labeled for 60 min and chased for 150 min in absence (-) or
presence (+) of NIT4C1. Celis were lysed in presence of EDTA and immunoprecipitated
with an Œ4 mAb. Immunoprecipitated proteins were separated by SDS/PAGE (6% gel)
under non-reducing conditions and quantified (see Experimental). EndoH resistant (150
kDa, clear arrows) and endoll sensitive (130 kDa, gray arrow) Œ4 forms are indicated. The
slightly faster migration of the 150 kDa and 80 kDa products observed in presence of
N}14C1 may be due to reduced sialylation {Zanghi, 1998 #829}. (B) Quantitation of the %
processing inhibition in the presence of N}14C1 over the untreated celis from the percentage
cleavage data derived from STORM quantitation (A).
Figure 10 Adhesion of Œ4 transfectants to VCAM-1
Celis were incubated in 96 well coated plates with BSA (Open bars) or VCAM-1 (Black
bars, 1 tg/ml). After 30 min adhesion, non-adherent celis were washed away and bound cell
fractions (triplicates) were counted by monitoring the endogenous phosphatase activity
{Akatsu, 1998 #34}. a4 celi surface expression was measured by ftow cytornetry and
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Chapitre 4. Article 2
(Article publié dans Biochemical Biophysical Research Communications (2005), 326, 554-
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acute respiratory syndrome coronavirus
Eric Bergeron, Martin J. Vincent, Louise Wickham, Josée Hamelin, Ajoy Basak, Stuart T.
Nichol, Michel Chrétien and Nabil G. Seidah
Laboratory of Biochemical Neuroendocrinology, Clinical Research Institute of Montreal,
Montreal, Que., Canada H2W 1R7
Special Pathogens Brandi, Division of Viral and Rickettsial Diseases, Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA 30333, USA
The Regional Protein Chemistry Center, Diseases of Aging Unit, Ottawa Health Research
Institute, Ottawa, Ont., Canada K1Y 4E9
146
ABSTRACT
Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus (SARS-CoV) is the etiological agent
of SARS. Analysis of SARS-CoV spike glycoprotein (S) using recombinant plasmid and
virus infections demonstrated that the S-precursor (proS) exists as a —190 kDa endoplasmic
reticulum form and a —210 kDa Golgi-modffied form. ProS is subsequently processed into
two C-terminal proteins of —110 and —80 kDa. The membrane-bound proprotein
convertases (PCs) fiirin, PC7 or PC5B enhanced the production of the —80 kDa protein. In
agreement, proS-processing, cytopathic effects and viral titers were enhanced in
recombinant Vero E6 celis overexpressing furin, PC7 or PC5B. The convertase inhibitor
dec-RVKR-cmk significantly reduced proS cleavage and viral titers of SARS-CoV infected
celis. In addition, inhibition of processing by dec-RVKR-cmk completely abrogated the
vims-induced cellular cytopathicity. A ftuorogenically quenched synthetic peptide
encompassing Arg761 of the spike glycoprotein was efficiently cleaved by furin and the
cleavage was inhibited by EDTA and dec-RVKR-cmk. Taken together, our data indicate
that furin or PC-mediated processing plays a critical role in SARS-CoV spread and
cytopathicity and inhibitors of the PCs represent potential therapeutic anti-SARS-CoV
agents.
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Severe acute respiratory syndrome (SARS) is an emerging disease which was first
reported in the Guangdong province of China in November 2002. Worldwide efforts led to
the rapid isolation of the etiological agent as SARS-CoV, a novel member of the family
Coronaviridae (1). Complete genome sequencing of the SARS-CoV (2;3) confirmed that
this pathogen is not cÏosely related to any previously known coronavirus serogroups and
was therefore classified in a new group W, although it shares similarity with group II.
Budding of the SARS-CoV occurs in the Golgi (4), resulting in the viral incorporation of
the envelope spike glycoprotein (S). The 5-protein of SARS-CoV is a type I membrane
bound protein essential for host ceil receptor-viral attachment and target celi fusion. Ceil
surface expression of S may lead to a receptor mediated ceil-ceil fusion resulting in
multinucleated giant ceils formation, as observed in the lungs of SARS patients (5).
Angiotensin converting enzyme-2 (ACE2) was recently identified as a functional receptor
of SARS-CoV S-glycoprotein (6).
The precursor proS of groups II and ifi coronaviruses, but not of group I, is cleaved at
basic residues into Si and S2 subunits (7). Ibis cleavage occurs in the trans Golgi network
(TGN) by specific protease(s) likely to be one or more of the basic amino acid (aa)-specific
proprotein convertases (PCs) that recognize an RXXR.L motif (8;9). These convertases
cleave secretory precursors at tbe general motif (KJR)-(X)-(KJR)..L, where n= 0, 2, 4 or 6, and
are responsible for the tissue-specific limited proteolysis of multiple polypeptide precursors
(9;l0). 0f the seven basic aa-specific PCs, only three are membrane-bound: fiirin, PC7 and tbe
isofonn PC5B, and two others are widely expressed as soluble proteins: PACE4, and PC5A (9).
Alignment of SARS-CoV 5-sequence with representative group II coronavirus S
glycoproteins (Fig. lA) suggested that basic aa-specific PCs are likely to be their
convertases. Indeed, it was recently shown in ceil culture that a specific PC inhibitor, the
membrane-permeable pepfide decanoyl-RVKR-chlorometbylketone (dec-RVKR-cmk) (11)
reduced the processing of the murine hepatifis coronavirus (MHV) and its cell-cell but flot its
virus-celi fusion (8). Despite the conservation of 19 out of 20 cysteines within the Si
subunit of group II with those of the S-protein of SARS-CoV (12), the latter seems to have
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a distinct sequence lacking a PC-like motif (site A; Fig. lA). In contrast, a candidate PC
like cleavage site (RNTR761fl is located C- terminal to site A (site B; Fig. lA). We
therefore hypothesïzed that SARS-CoV S-glycoprotein could be processed by PCs and that
PC-specific inhibitors, like dec-RVKR-cmk, might inhibit the processing. Herein, we
demonstrate that overexpression of membrane bound PC-like enzymes enhance the
processing of an -8O kDa protein and inhibition of processing leads to a dramatic decrease
in SARS-CoV titer, cellular spread and abrogation of cytopathic effects (CPE).
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MATEfflALS AND METHODS
P]asmids and expression vector
Three Tor2 SARS-CoV cDNA clones (B21, H21, N08) were purchased from the
British Columbia Cancer Agency (BC, Canada). These clones were assembled by
polymerase chain reaction (PCR) to get the full length SARS-CoV proS cDNA fused to a
C-terminal V5 epitope in the bicistronic mammalian expression vector pRES2-EGFP
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) between NheI and BamHI sites (pR-proS-V5).
Recombinant proS-V5 DNA sequence was confirmed by DNA sequencing. The R667A,
K672A, R75$A, R797A and RRKR667 mutations were introduced into the pW-proS-V5 by
PCR.
Ceils and transfection
African green monkey Vero E6 kidney celis (ATCC) were cultured in Dulbeccos
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum. Furin
deficient FD 11 Chinese Hamster Ovary (CHO) derived cells were generously given by Dr.
Stephen Leppla (National Institutes of Health, MD, USA) and cultured as reported (13).
The cDNAs of PCs (hfurin, mPC5A, mPC5B, rPC7 and bPACE4) were cloned into the
pIRES2-EGFP vector. FD1 1 ceils (furin deficient) were transfected with individual PCs
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) and stable cells selected for 14 days with $00
jig/rnL of Geneticin (Invitrogen), followed by a single round of FACS selection for EGFP
using a method described before (14). Vero F6 celis overexpressing the above mentioned
PCs were produced in similar manner and were selected after 48h post-transfection with
500 j.tg/rnL of Geneticin® for 14 days. A 100 mm disli of each FD1 1 cell line stably
overexpressing a PC was transfected wïth 24 gg of the pIR-proS-V5 DNA. FDÏ1-furin ceil
une was also transfected by the same technique with pIR-proS-V5 mutant forms vectors
(R667A, K672A, R761Q, R761K, R75$A + R761K, R758A, R797A, RRKR667).
Antibodies and Western Blot
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Forty-eight hours (h) after transfections, ceils were washed twice with PBS and lysed in
RIPA buffer [50 mM Tris/HC1, pH 8.0, 1% (v/v) Nonidet P40, 0.5% sodium deoxycholate,
150 mM NaC1, 0.1% (v/v) sodium dodecyl sulfate (SDS)J with a CompleteTM Protease
Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics GmbH). Clarified lysates were immunoprecipitated
with a monoclonal anti-VS antibody (Invitrogen). Proteins were precipitated wïth protein
A/G plus agarose beads (Santa Cruz). Immunoprecipitated proteins were separated by SDS
polyacrylanilde gel electrophoresis (SDS-PAGE, 7% gel) and transfened to polyvinylidene
ftuoride membranes (Schleicher & Schueil). Membranes were then incubated with
horseradish peroxidase coupled V5-antibody (Invitrogen) for 16h at 4°C. Proteins were
revealed with the chemilunescent ECL plusTM reagent (Amersham Biosciences). SARS
CoV specific hyperimmune mouse ascitic fluid (HMAF) was kindly provided by Dr. Pierre
Rollin and Thomas G. Ksiazek (Centers for Disease Control and Prevention, Atianta, GA).
HMAF for SARS-CoV was made by a previously described protocol (15).
Peptides and in vitro assay
The intramolecularly quenched fluorogenic spike peptides (QS 1 = Abz-E755-Q-D-R-N-
T-R761-E-V-F-A-Q-3-Nitro-Y-CONH2, QS2 Abz-P-D-P-L-K-P-T-K-R797-S-F-I-E-D-3-
Nitro-Y-Ala-CONH2, and QS3 = Abz-S-Y-H-T-V-S-L-L-R667-S-T-S-3-Nitro-Y-CONH2,
where Abz = 2-amino benzoic acid) were synthesized by solid phase Fmoc chemistry using
Pioneer instrument (ABI) as described earlier (16;17). Crude peptides were purified and
characterized by matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-tof)
mass spectrometry (ABI). In vitro digestion of each peptide (20 jig) was carried at 37°C for
8h in a total volume of 50 tL buffer consisting of 25 mM Tris + 25 mM 2-
Morpholinoethanesulfonic acid + 2.5 mM CaCb, pH 7.4 with recombinant furin (New
England Biolab mc, 2 tL) exhibiting an enzymatic activÏty of 2 units/jiL, 1 unit
representing the release of 1 pmollminute (pmol/min) of free 7-amino-4-methylcoumarin
from 100 tM Boc-RVRR-4-methylcoumarin-7-amide. In addition, similar digestions were
also pefformed in the presence of either 10 jiM decanoyl-RVKR-chloromethylketone (dec
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RVKR-cmk) or 20 mM EDTA following a 20 min pre-incubation with the enzyme before
the quench peptide substrate was added. Each digestion was monitored for 8h by progress
curves and end time assay (excitation and emission wavelengths fixed at 320 ami 420 nm
respectively), following which the reaction was stopped wïth glacial acetic acid (2 jiL) and
the resultant crude digests were analyzed by reverse phase high pressure chromatography
(RP-HPLC) with on une dual (UV and fluorescence) detection systems followed by
MALDI-tof mass spectrometry analysis of each collected peptïde.
SARS-CoV infection, metabolic labeling and immunofluorescence
The proprotein convertase inhibitor dec-RVKR-cmk was purchased from Biomol (PA,
USA). Vero E6 celis stably expressing the PCs (see text above) were infected with SARS
CoV at a multiplicity of infection (MOI) of 1 for 1h. After removal of the inoculums, celis
were extensively washed with PBS. Eighteen hours post-infection, prior to labeling with
[35S]cysteine, the virus containing supematants were removed, subjected to centrifugation
at 12,000 revolutions per min and stored at -80°C until the titrations were performed. Cells
were pulsed with [35S]cysteine for 30 min and lysed in RIPA. Clarified ceil lysates were
incubated with HMAF and immunoprecipitated proteins separated by NuPAGE® (7% gel,
Invitrogen). Gels were dried and proteins were revealed by autoradiography. For dec
RVKR-cmk pulse labeling experiments, Vero E6 ceils were infected for 1h with SARS
CoV at MOI:=0.5 (see text above). After virus removal, cells were incubated in 1 mL of
OPTI-MEM medium (lnvitrogen) containing 60 tM dec-RVKR-cmk for 18h. The onset of
CPE was monitored by light microscopy. Immunofluorescence staining was pefformed
with HMAF. Briefly, cells were fixed with a mix an equimolar solution of methanol and
acetone for 15 at -20°C. SARS-CoV reactive protein(s) were revealed with an anti-mouse
fluorescein coupled antibody (ICN).
Treatments of SARS-CoV infected Vero E6 cells with dec-RVKR-cmk were achieved
with the following protocol. Upon removai of the inoculums and extensive washing, cells
were maintained in fresh OPTI-MEM media with 15, 30 or 60 iM concentration of dec
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RVKR-cmlc for 15 to 18h. Ceils were then labeled for 30 min with [35S]cysteine in the
presence of appropriate quantities of dec-RVKR-cmk. In some experiments, ceÏls were
chased for 3h with cold medium. Clarïfied ceil supematants were also immunoprecipitated
with HMAF, and in parallel-unlabeled media were stored at -80°C for viral titers
determination. Titrafion was performed on a fresh monolayer of Vero E6 celis. Serial
dilutions of the virus containing supematants were added to ceils followed by agar overlay.




In order to address the significance of the PCs in proS processing, we cloned the S gene in a
pWES2-EGFP bicistronic vector, and added a V5-tag at its C-terminus for immunological
detection (pW-proS-V5; Fig. lA). Addition of sucli an epitope in C-terminal was reported not to
inteffere with the SARS-CoV spilce glycoprotein mediated fusion (18). We first obtained furin
deficient FD 11 ceils (19) stably expressing either the vector alone or one of the PCs of the
constitutive secretoiy pathway, namely: furin, PC5A, PC5B, PC7 and PACF4. A fijncfional pro
protein convertase activity assay showed that these enzymes induced complete processing of pro
platelet derived growth factor-A (pr0PDGF-A) (20) into PDGF-A (flot sÏzown). The expression
and processing of the spilce protein was analyzed by transient transfecflon of the cDNA encoding
S, followed by Western blotting using a V5 reactive monoclonal antibody. In absence of
overexpressed convertase (vector) we observed the presence of a —190 kDa and a —210 kDa
proteins (Fig. lB, lane 2). Endoglycosidase treatment indicated that the —190 kDa protein was
endoH sensitive, possibly an endoplasmic reticulum (ER) form, and die —210 kDa protein was
endoH resistant, hkely representing a Golgi-modified form (not showii). A veiy smafl amount of
non-glycosylated proS was also detected (—150 kDa). In addition to the ER and Golgi forms, we
also observed two V5-immunoreactive C-terminal fragments (CTF5): a —110 kDa protein and a
veiy small amount of an —80 kDa protein (Fig lB, lane 2). Tnterestingly, die level of die —80 kDa
CTF was enhanced by overexpression of die membrane-bound furin or PC7, and least by PC5B
(Fig lB, lanes 3, 5 and 6), but not by die soluble PC5A or PACE4 (lanes 4 and 7), nor by a
soluble form of furin lacking die transmembrane domain (flot shown). We also noticed that
whenever processing occurred, die level of die —210 kDa proS was significantly reduced. Tins
agrees with die known zymogen activation of finin, PC7 and PC5B in die trans Golgi network
(TGN). The —110 kDa product was least affected by die over-expresion of die PCs. The
enhancement in the appearance of the —80 kDa CTF in membrane-bound PC-overexpressing
ceils suggests that the spilce protein of SARS-CoV is a potential substrate for PC-dependant
cleavage. It remains to be seen whether the cleavage is a resuit of direct action of die PCs or
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indirect via the activation by PCs of other cellular proteases to effect the generation of the —80
kDa CTF.
ProS is cleaved in SARS-GoV infected ceils
In order to vefify the relevance and authenticity of the observed processing products of
recombinant proS, we analyzed the biosynthesis of proS produced following SARS-CoV
infection of Vero F6 celis stably expressing either an empty vector or a recombinant of
each of the PCs. Sixteen hours post-infection, the ceils were pulse-labeled with
[35S]cysteine for 30 min and the ceil lysates were immunoprecipitated with the spike
reactive polyclonal antibody HIvIAF. In the vector co-expressing ceils, a —190 kDa protein
was visualized together with significant amounts of —110, and —80 kDa proteins and low
levels of —150 and —125 kDa proteins (fig 1C, Vector lane). Interestingly, the levels of the
—110 and —80 kDa products were significantly increased upon over-expression of furin,
PC7 and PC5B (Fig. 1C, Ïanes 5-7), the same convertases that enhanced the production of
the —80 kDa CTF from recombinant proS (Fig. lB). The —125 kDa product, which was not
observed in the V5 antibody experiments (Fig lB), might represent an N-terminal Si
fragment, only seen with the HMAF antibody. Thus, apart ftom the -—125 kDa protein, the
SDS- polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) profile of SARS CoV infected celis
closely resembled that observed with the recombinant proS in furin-expressing FD 11 cells
(Fig. lB). 15e low levels of the processed proteins precluded microsequencing analysis arid
hence the N-terminal sequences of the cleavage products could flot 5e determined.
Enhanced virus release in Vero E6 ceits stabty expressing furin, PC7 or PJ5B
Since membrane-bound PCs increased the processing of proS (Figs. lB and C), we
measured the cytopathic effect (CPE) (Table 1) and the SARS-CoV titers (Fig. 2) from those
cells 24h post- infection. We observed a correlation between the efficiency of processing
with both the extent of CPE (Table 1) and titer of the virus recovered from the media (Fig.
2A). Accordingly, PC7, furin and PC5B released more viruses resultïng in more extensive
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CPE than either vector alone or PC5A expressing Vero E6 ceils. Mthough the increase in
virus titer is modest (—2-3-fold), it concurs with the notion that PC-mediated processing of
the spike protein enhances virus release.
PC inhibition reduce SARS-CoVspread and abrogate CPE
Since membrane-bound PCs increased both spike processing and viral titers, we invesfigated
whether the membrane-permeable PC-inhibitor, decanoyl-RVKR-chloromethylketone (dec
RVKR-cmk) could interfere with CPE, viral spread, and proS processing. This type of PC
inhibitor has been widely used to block glycoprotein processing and infectivity of several viruses
including HIV-l (11), respiratory syncytial virus (21), and MFTV (8). Thus, Vero E6 ceils were
infected with SARS-CoV for 1h wïthout inhibitor; the inoculums were then changed with
ftesh media supplemented with 60 jiM of dec-RVKR-cmk and incubated for 15-24h.
Microscopic examination of the cell monolayer indicated that the infected celis showed
extensive CPE, while virtually no CPE was observed with the dec-RVKR-cmk treated celis
(left panels in Fig. 3). This demonstrates that the extracellularly added PC-inhibitor
abrogated the CPE caused by SARS-CoV infection. In an attempt to gain more insight
about the infection process, we performed immunofluorescence of dec-RVKR-cmk treated
and untreated infected celis (right panels in Fig. 3). Infected cells showed extensive antigen
staining whule dec-RVKR-cmk treated ceils showed a modest number of ceils infected with
greatly reduced spreading evident throughout the intact monolayer. The concentration
dependence of the dec-RVKR-cmk effect revealed that at 60 ..tM the viral titer was reduced
by a factor of -l00 (Fig. 2B) and that the CPE was abolished (Table 1). These resuits
strongly suggested the possibility that the inhibitor dec-RVKR-cmk blocks a PC-mediated
processing step required for extensive virus spread and ensuing CPE.
Dec-RVKR-cmk inhibition ofproS processilzg
We next analyzed whether dec-RVKR-cmk could inhibit SARS-CoV proS processing.
Accordingly, we incubated infected Vero E6 cells in the presence of increasing doses of
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this inhibitor for 1h, and then pulse-labeled the ceils for 30 mm, followed by
immunoprecipitation of the lysates with the HMAF antibody (Fig. 4A). The data revealed a
dose-dependent inhibition of the formation of the -‘80 kDa CTF (--86% inhibition at 60 .tM;
Fig. 4B) and at most only a -‘40% effect on the -‘110 kDa CTF (Fig. 4B). This suggests that
the dec-RVKR-cmk exerts a dominant inhibitory effect on the generation of the -‘80 kDa
CTF. In addition, it may also exert a partial, possibly non-specific, inhibitory effect on the
enzymes generating the -‘100-110 kDa CTF. Such dominant inhibitory effect of dec-RVKR
cmk has been previously reported for E3-secretase (22) and Adamalysins (ADAMs) (10).
Since viral titer and CPE were maximally reduced at 60 iM of dec-RVKR-cmk (Fïgs. 2B,
4B and Table 1), we propose that the inhibition of the —80 kDa CTF production best
conelates with these observations.
Pulse-chase analysis revealed S-immunoreactive high molecular weight SDS resistant
complexes (>500 kDa, Fig. 4C). These complexes were only observed in SARS-CoV
infected celis, but not in celis transfected with recombinant proS, possibly due to the
different heating and gel conditions used. Indeed, similar large molecular weight proteins
were recently observed by Song et aÏ. (23) that disappear upon boiling at 100°C, a similar
temperature used in our transfection experiments. In contrast, our protein analysis
involving SARS-CoV infection was perfonned using NuPAGE gel system which requires
heating of the samples at 70°C for 10 min. Size exclusion chromatography, suggested that
the —570 kDa complex likely represents a homotrimer of proS (23). In the media of infected
Vero E6 ceils, S-containing complexes were largely dominant over proS (Fig. 4C), and no
processed products were detected. This raises the possibility that either budding virions
selectively incorporated proS or that proS-cleavage products are tightly bound to the high
molecular weight complexes. It should be noted that no accumulation of processed spike
glycoproteins were observed upon chase periods. However, incubation with dec-RVKR
cmk increased the cellular level of the Golgi-modified —210 kDa proS form in parallel with
the inhibition of its cleavage (Fig. 4C). Taken together, our data demonstrate that dec
RVKR-cmk exerts a dose-dependent inhibitory effect on the generation of —$0 kDa CTF
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with a concomitant increase in the levels of the Golgi-modified proS form, clearly
demonstrating an alteration in the SARS-CoV spike biosynthesis.
Mutagenesis of the potentiat processing sites
We next attempted to identify the cleavage positions by site directed mutagenesis of selected
basic amino acids in and around site A and B (Fig. lA). While the mutant K672A did not
abrogate processing, the R667A variant diminished the formation of the —80 kDa product (Fig.
5A). These data suggest that while Lys672 is flot critical for the generation of the —110 or —80 kDa
CTF-products, Arg7 influences the Ïevel of the —80 kDa product, possibly via a conformational
effect. Since ail the mutations tested around the potenfial sites A and B (Fig. 5A) did flot bÏock the
processing and in some cases resulted in major retention in the ER (R761A) (îlot showiz), we are
unable to precisely map by mutagenesis the processing sites. However, to better defme if the
generation of the —110 kDa CTF resuits from the a processing around site A, we tried to enhance
proS processing at the potenfial site A through replacement of the SLLR67 sequence (Fig. lA) by
a furin-favored RRKR motif (9). Compared to control (WT), furin caused a drastic reducflon of
this mutant —210 kDa Golgi form at the expense of an enhanced —105-1 10 kDa protein, without
significantiy increasing the levels of the —80 kDa product (Fig. 5B). Based on the mobffity in
SDS-PAGB, we suggest that the —110 kDa CTF is produced by processing of proS at a site close
to the aligned cleavage sites in other coronaviruses (site A; Fig. lA), and that the —80 kDa CTF is
generated by cleavage at a site downstream from Arg667 by either PC-like enzymes or proteinases
activated by PCs. The presence of the RNTR761 and PTKR797 motifs within the S-protein
suggested that one of them might represent ifie sought PC-like cleavage site responsible for the
generation of the —80 kDa CTF. However, neither of the mutants R758A (P4 mutant), R761K or
R761Q (Pi mutants), or the double mutant R758A + R761K (Pi + P4 mutant), nor the R797A
(Pi mutant; data not shown) eliminated the —80 kDa CTF (Fig. 5A). This suggests that none of
them are candidate PC-sites, or that anoffier compensating enzyme(s) could cleave these
mutagenized sites, as reported for Ebola virus (24).
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furin cleavage ofa proS site B synthetic internatty quenchedfluorogenicpeptide
Since the mutagenesis studies were inconclusive, we used an alternative approach whereby
we tested the in vitro cleavage by recombinant furin of synthefic internally quenched fluorogenic
peptides (17) mirnicking the candidate sites A and B. Site B encompassing peptide (QS1; Abz-E
Q-D-R-N-T-R761sLE-V-F-A-Q-3-nitrotyrosine amide; Abz = 2 amino benzoic acid) was
incubated with purified furin in the presence or absence of inhibitors (EDTA and dec
RVKR-cmk) and analyzed by RP-HPLC. The RP-HPLC chromatogram of the furin digestion
showed the disappearance of die QS 1 peptide (retenfion time: R=34.3 mm, Fig. 6A, UV panel)
and die appearance of two cleavage products (R=19.4 and 31.2 mm). In contrast, when EDTA
and dec-RVKR-cmk (CMK) were added to die peptide digestions, such cleavage was prevented
as expected. Detection using die fluorescence channel indicated die appearance of die N terminal
cleaved product eluting at 19.6 min. To confirm die identity of the location of die peptide bond
cleavage, we analyzed die collected peptides by MALDI-tof mass spectrometry. Mass spectral
data showed diat the RNTR761 containing peptide was indeed cleaved by furin C-terminal to R761.
(Fig. 6B). In contrast, die PTKR-, (QS2) and SLLR7 (QS3) containing peptides were flot
cleaved at ail (flot shown). Ibis may be rationalized by molecular modeling of S, whereby the
RNTR761 sequence is in a tum sandwiched between two Œ-helices, while die PTKR797 is itself
within a o-helix (25), a secondary structure that usuaily does flot favor cleavage (26). Although
die above in vitro data sugggested that furin is able to process a peptide encompassing die
RNTR761 site, and die iniaibitor dec-RVKR-cmk reduced die generation of die -$0 kDa, ex vivo
processing was flot affected by mutations around tins sequence (Fig. 5A). We conclude that it is
likely diat die —80 kDa CTF is generated indirectly by a PC-activated enzyme.
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DISCUSSION
The present report demonstrated that both recombinant proS arid SARS-CoV infected celis
produce an —80 kDa CTF. Mthough other investigators reported the lack of proS
processing (27-30), this report and others (31 ;32) detected CTFs by transient transfection of
recombinant spike glycoprotein. The inconsistency between these observations may
perhaps be due to the recombinant virus expression systems chosen, levels of expression
and the antibodies used. Pulse labeling analysis of infected Vero F6 lysates with a
commercially available S-specific antibody and with sera of convalescent patients (flot
shown) also detected proS processing products. In Vero E6 celis or Vero E6 cells
expressing the empty vector alone, the levels of the —$0 kDa product was very modest (less
than 10 % of proS). This would mean that the processing is very inefficient, but that
possibly such low level of cleavage may be sufficient to support virus assembly and spread.
On the other hand, in celis overexpressing membrane-bound PCs (furin, PC7, PC5B), we
observed an enhancement of CPE and viral titers, indicating a positive correlation between
those parameters and the increased appearance of the —80 kDa protein. Interestingly, a
soluble form of furin lacking its transmembrane domain was flot able to mediate the processing to
the —80 kDa protein (not shown). The significance of proS cleavage in SARS-CoV infection
was further emphasized by the complete abrogation of CPE with a PC specific inhibitor
(dec-RVKR-cmk) (Table 1).
Even thougli no basic-amino acid stretch aligned with the S-sequences of group II
coronaviruses, at least one of the cleavages of the SARS-CoV proS is likely to occur within
or close to aa 667, as demonstrated by the enhancement of the —110 kDa CTf production
with the RRKR667 mutant. The enzyme responsible for this cleavage appears to be active
early in the secretory pathway, since the fungal metabolite brefeldin A (33) does not affect
its activity (flot shown). It is possible that the cognate protease could be related to the one
responsible for the early cleavage of the Crimean Congo Hemorrhagic fever Gc
glycoprotein (34). Moreover, peptides encompassing this region were flot cleaved in vitro
by furin; supporting the conclusion that furin does flot directly generate the —110 kDa CTF.
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In contrast, the generation of the —80 kDa CTF was sensitive to dec-RVKR-cmk in a dose
dependent manner. Additionally, based on in vitro and ex vivo data, furin or membrane
bound PCs are likely to process proS into an —80 kDa CTF. Whether the proS cleavage is
effected directly by the PCs or indirectly by PCs activating another cellular protease
remains to be elucidated. The fact that the fluorogenic peptide containing RI’TR761 is
efficiently cleaved by furin and the cleavage is inhibited by EDTA or dec-RVKR-cmk
raised the possibility for a direct role for PCs in proS processing. If that was true, then our
extensive mutagenesis analyses should have enabled us to identify the potential processing
site(s). Since none of the mutations of the candidate cleavage sites have resulted in the lack
of processing, we suggest that the role played by PCs is indirect. In the case of Nipah virus,
the F0 protein is cÏeaved ubiquitously into Fi and F2 and here also none of the mutations of
potential cleavage sites were able to inhibit the processing (35). The authors concluded that
Nipah virus fusion protein is processed by a ubiquitous protease which is different from the
PCs since it does flot require ther presence of basic residues at the cleavage site. It is
possible that SARS-CoV spike protein is processed by similar proteases, which may require
PCs for activation.
Interestingly, it was reported that addition of trypsin augmented proS cleavage into an
—85 kDa CTF (similar to the —80 kDa CTF described in this work), which resulted in
efficient ceil-celi fusion (syncytia) (36). This resuit raised the possibility that the kinetics of
SARS-CoV syncytia formation or cell to celi spread is affected by proS processing.
Furthermore, a recent report demonstrated the significance of dec-RVKR-cmk in the
prevention of murine hepatitis coronavirus (MHV) spike protein processing and the
subsequent effect on cell-cell fusion and flot virus-ceil fusion as supported by dec-RVKR
cmk treatment (8). Similarly, in our experiments, dec-RVKR-cmk directly or indirectly
reduced the appearance of the —80 kDa protein, which in turn may have resulted in the
abrogation of the cytopathicity associated with virus spread. The concentration of dec
RVKR-cmk used in these experiments did flot resuit in microscopically identifiable toxicity
effects to the celis and is welI below the concentration used in other reports. Future studies
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should address if the replication of virus was affected by dec-RVKR-cmk. Taken together,
our work strongly suggest that proS processing and viral spread are interconnected, and that
processed proS may be required for direct ceil-ceil spread andJor for CPE initiation
resulting in enhanced secretion of mature virions (4).
In conclusion, this work showed that SARS-CoV S protein processing is upregulated by
the overexpression of membrane-bound PCs and suppression of the processing by dec
RVKR-cmk resuits in abrogation of CPE and decline in virus titer. Inhibition of the PCs
may represent an alternative strategy beneficial to patients infected with SARS-CoV, as
already suggested for other infectious pathogens requiring host celI PC-processing of their
surface proteins (10). A PC-inhibitor could possibly be used along with vaccination (37)
andlor in conjunction with interferon treatment (13) or with the novel compounds targeting
the SARS-CoV proteins recently reported (38). In view of the wïdespread implication of
the PCs in the processing of various surface glycoproteins of infectious viruses,
development of a small molecule inhibitor of the convertases is urgently needed, as its
usefiulness may also extend to too many emerging deadly infectious agents.
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FIGURE LEGENI)S
Fig. 1. Processing of the SARS-CoV spike glycoprotem precursor. (A) Schemafic
representation the S protein. Arrows point to potential cleavage sites (sites A and B). The signal
pepfide (SP), S 1/52 domains, heptad repeats (HR1, HR2), cytosolic tail (CT) and V5-epitope
(V5) are illustrated. Undemeath the spike scheme is an amino acids (aa) alignment of group II
coronavinises cleavage sites with the SARS-CoV S. Basic aa are emphasized in bold. Downward
arrows indicate group II proS idenflfied cleavage sites (B) FD1 1 ceils stably expressing either the
vector alone or a defmed convertase were transiently transfected with the spike glycoprotein
cDNA. At 48h post-transfection with the designated constructs, ceil-lysates were V5-
irnrnunoprecipitated, proteins were resolved by 7% SDS-PAGE and analyzed by Western blot
with a V5 antibody. (C) Vero E6 ce]Ïs stably expressing the PCs were infected with SARS
CoV, control (CTL) represents uninfected celis. After virus adsorption at a multiplicity of
infection (MOI) of 1 for 1h, inoculums were removed. Pulse-labeled ceT! lysates proteins
were HMAF-immunoprecipitated and resolved by 7% NuPAGE. Proteins were visualized
by autoradiography. Asterisk (*) denotes increased spike processing.
Fig. 2. The membrane bound PCs increase SARS-CoV fiters and their inhibition by dec
RVKR-cmk reduces SARS-CoV fiters. (A) Celis were infected as in Fig. 1C. Twenty-four
hours post-infecfion, clarffied ceil supernatants were fltrated. Serial dilutions of the virus
contaimng supernatant were added to a fresh monolayer of Vero E6 celis followed by agar
overlay. The plaques were visualized by neutral red stairiing. (B) Vero E6 celis were infected as
in Fig. 1C except that different doses of dec-RVKR-cmk were added to the media afier inœulum
removal. Viruses were fltrated as described in (A). These data are representafive of at least 4
independent experiments and are presented as average with the corresponding standard deviation.
Fig. 3. PC-CMK inhibits SARS-CoV spread and CPE. Vero E6 ceils were infected with
SARS-CoV (MOI = 0.5) as in Fig. 1C. Upon removal ofthe virus fresh media containing 60 pM
of dec-RVKR-cmk was added to the ceils. The onset of CPE was monitored by microscopic
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observation. Left panel pictures were taken 24h post-infection. At 15h post-infection, another set
of ceils were permeabilized and viral anfigens probed with HIVIAF and stained with a fluorescein
conjugated secondary antibody (riglit panel).
fig. 4. Biosynthetic analysis of PC-inhibition of SARS-CoV S-processing. (A) Vero E6
ceils were infected as described in Fig. 1C. Ceils were then incubated with media
containing the indicated concentrations of dec-RVKR-cmk for 16h. Labeling and
electrophoresis were performed as in Fig. 1D except that starvation and pulse labeling were
performed in the presence of indicated arnounts of dec-RVKR-cmk. (B) Percentage
inhibition of —1 10 and —80 kDa CTFs levels were quantified from the Phosphor Imager
acquired data of panel A. (C) Infections and dec-RVKR-cmk treatments were done as in
panel A, except that the samples were chased with cold media for 3h. CTL lane indicates an
uninfected control treated with 60 j.tM dec-RVKR-cmk. At the end of the 3h chase period,
media were imrnunoprecipitated with the antiserum HMAF.
Fig. 5. Processing of proS mutants. (A) Wild type (WF) and mutant proS were transfected in
FD 11 ceils stably expressing furin. (B) Stable FD 11 -furin celis were transfected with either proS
V5 or proS-(RRKR7)-V5 mutant. Immunoprecipitation and Western blot were perfomied as in
Fig. lB.
fig. 6. In vitro digestion of proS QS1 peptide by recombinant furin. (A) The intemally
quenched fluorogenic peptide QS1 was incubated with recombinant furin in the absence or
presence of EDTA and dec-RVKR-cmk (CMK) as indicated. Crude reactions were submitted to
RP-HPLC equipped with consecufive online monitoring of ultraviolet (UV) absorbance followed
by fluorescence emission. Chromatograms of QS1 were produced by the simultaneous
monitoring of UV absorbance (lefi panel) and fluorescence emission (right panel). Control
indicates undigested QS 1 that showed a single major peak with a retention time (Ri) of 34.3 min.
The asterisk marks a peak not specific [o furin digestion. Note in the furin digest chromatogram
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(furin) the disappearance of the 34.3 min peak and appearance of a fluorescent N-terminal (R =
19.6 mm) and a non-fluorescent C- terminal (R = 31.2 mm) products. These processing peptides
were flot detected with dec-RVKR-cmk or EDTA. (B) Mass spectrometiy identffied each
peptide: undigested peptide showed peaks at an nilz of 1841 (M+Na), 1819 (M÷H), 1803
(M+H-NH2) and 1787 (M+H-2NH2). The N-terminal product exhibited an nilz of 1036 (M÷H)
and 1020 (M+H-NH2). 11e C-terminal product displayed an nilz of $01 (M+H) and $23
(M+Na), indicatiiig cleavage afier Arg761.
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Table 1. CPE evaluation ot SARS-CoV intected ceils. Vero E6 overexpressing PCs (Ceil
une) or incubated with dec-RVKR-cmk. Vero E6 were infected at a MOI of 0.5 for 1h.
Inoculums were removed and medium containing or flot different doses of dec-RVKR-cmk
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Chapitre 5. Discussion et perspectives futures
Nous avons étudié la protéolyse limitée de deux glycoprotéines dont les origines
sont cellulaires ou virales, l’intégrine Œ4 et la GPS-SRAS. L’activité de certaines PCs de la
famille Kexine augmente significativement la protéolyse de ces glycoprotéines à des sites
de clivage dérogeant du motif minimal RXXR.i- de la furine, ou RXLX..L de SKI-1. La
mutagenèse dirigée et la digestion in vitro de peptides englobant les différents sites
potentiels permettent de conclure que PC5A et la ftrine clivent directement la sous-unité (X4
des intégrines. Par contre, la GPS-SRAS serait indirectement coupée dans une voie
requérant l’activité des PCs membranaires (PC?, la furine ou PC5B).
5.1 PC5A et la furine, les convertases des intégrines
L’ article 1 démontre clairement que PC5A et la furine augmentent drastiquement
l’endoprotéolyse de l’intégrine c en sa forme mature de $0 et 70 kDa. Ces mêmes PCs
sont également très efficaces à cliver l’cx6 (groupe I), l’Œ5 et Ov (groupe II) (Lissitzky et
coil., 2000). Nos travaux et ceux de Lissitzky et collaborateurs (2000) confirment donc la
prépondérance de la furine et PC5A à cliver les intégrines Œ indépendamment des motifs de
clivage présents (groupe I ou II). Contrairement à Lissitzky et collaborateurs (2000), nous
confirmons l’efficacité de ces PCs (la furine et PC5) à scinder une intégrine endogène
(cellules CEM-T4) par les transfections stables de ces convertases. De plus, la corrélation
positive observée entre l’expression de la furine et la maturation de l’c appuie l’hypothèse
selon laquelle, la furine clive cette intégrine majoritairement leucocytaire. La forte
concentration d’intégrines Œ5 immatures dans le foie des souris nulles en la furine supporte
in vivo le rôle de la furine sur la protéolyse des intégrines de type II, mais il reste une
maturation résiduelle probablement dépendante de PC5A ou MT1-MMP (Roebroek et cou.,
2004; Ratnikov et coll., 2002). Le dec-RVKR-cmk ou des oligonucléotides antisens dirigés
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contre PC5 augmentent également l’expression de l’av immature (Stawowy et cou., 2004).
L’efficacité de ces oligonucléotides antisens suggère que PC5 clive une proportion
significative de l’av endogène des cellules vasculaires des muscles lisses. H est également
intéressant de noter que l’isoforme PC5B dont le site catalytique est identique à PC5A, est
inefficace à maturer l’a4 et d’autres sous-unités a (Lissitzky et cou., 2000). La localisation
de PC5A à la surface cellulaire ou dans la matrice extracellulaire (Nour et cou., non
publié)(Tsuji et coll., 2003) pourrait rationaliser sa grande efficacité à cliver les chaînes (X
des intégrines qui sont majoritairement présentes à la membrane plasmique.
Le VEGF-C (vascular endotheliat growth factor-C) présente un motif
biochimiquement similaire à l’a4 (VEGF-C: HSHRR-1.SL vs a4: HVISKR.1-ST).
L’importance de l’histidine n’est pas déterminée pour ce substrat, mais la furine, PC5A et
PC7 sont les PCs les plus efficaces à cliver ce facteur de croissance (Siegfried et coli.,
2003). Même si le motif du VEGF-C est comparable à celui des intégrines de type II, PC7
clive seulement le VEGF-C. Contrairement au VEGF-C, nos travaux et ceux de Lissitzky et
cou. (2000) confirment que PC7 ne mature aucunes des intégrines (X natives testées et ce
même in vitro, mais un peptide englobant le site de l’Œ4 l’est (Bergeron et Seidah, résultats
non-publiés). Ceci confirme que le motif de clivage de l’Œ4 est reconnu par PC7, mais que
les structures secondaires de la région de clivage des intégrines (X natives préviennent
vraisemblablement leur protéolyse par cette PC. Une situation analogue aux intégrines
pourrait prévenir le clivage de la p62 du virus de la forêt de Semiiki, parce que
contrairement à la furine, PC7 clive cette protéine seulement en présence de détergent. II
serait possible de vérifier si l’addition de Triton X-100 permettrait aussi la protéolyse des
intégrines par PC7 in vitro. Ceci confirmerait la sensibilité de PC7 aux structures
secondaires des sites de clivage.
Certaines intégrines Œ (Œv, a3, a5) seraient aussi clivées par la MT1-MMP
(membrane-type-1 matrix metalloproteinase) à des sites adjacents aux motifs reconnus par
les PCs, mais l’intégrine a2 qui n’est pas un substrat des PCs, ne l’est pas (Ratnïkov et coil.,
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2002). 11 serait donc intéressant de déterminer si les intégrines clivées en leur centre (o4)
ou en N-terminal (ŒE) sont également clivables par MTY-MMP puisque l’endoprotéolyse
des autres intégrines clivées par cette métalloprotéase présentent des coupures PC-
dépendantes en C-terminal, seulement. La complexité de la protéolyse des intégrines Œ ne
se limite pas à PC5A, la furine et MT1-MMP, en effet, l’uPA (urokinase ptasminogen
activator), une sérine protéase, coupe l’u6 dans la région correspondante au site de clivage
de l’a4 Clairement, la protéolyse de certaines intégrines est complexe, car elle peut
impliquer les PCs, d’autres protéases et différents sites de clivage.
5.1.1. Le clivage régulé de l’intégrine c4
Nos expériences ont permis d’établir que les mêmes PCs (PC5A, la furine) clivaient
efficacement l’x et les intégrines clivées en C-terminal (Lissitzky et coll., 2000), donc la
position centrale du site de clivage ou le type de motif n’influence pas la nature des PCs
capables de cliver ces intégrines. Pourquoi l’a4 est-elle alors plus résistante à
l’endoprotéolyse que les autres intégrines? Comment peut-on expliquer cette différence?
Nos travaux ne se sont pas penché spécifiquement sur ce point mais quatre hypothèses
devraient être considérées 1) la position centrale du site clivage de l’cx4, 2) la nature des
acides aminés en P,, 3) la structure secondaire, ou 4) l’accessibilité du site de clivage.
La première et la deuxième hypothèse pourrait être testées par la permutation des
différents sites de clivage (P8 à P2’) de l’a4 avec celui des autres intégrines clivées
constitutivement. De plus, l’importance des résidus en Pi’ et P2’ devrait être plus
spécifiquement adressée parce que contrairement au consensus présent chez les intégrines
clivées constitutivement (Pi’=Asp/Glu et P2’=Aliphatique), l’u4 possède des résidus
hydroxylés à ces positions (Pl’=Ser et P2’=Tbr). L’absence de résidus optimaux en P’
(P1’=Asp/Glu et P2’=Miphatique) selon les structures des S’ correspondants (Henrich et
coll., 2003; Henrich et coll., 2005) pourrait expliquer pourquoi cette intégrine est clivée
moins efficacement.
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Troisièmement, les structures secondaires des sites de clivage peuvent s’avérer
critiques à la protéolyse des PCs, mais les travaux traitant sur ce sujet se limitent à la
l’utilisation de peptides (Moulard et cou., 199$; Oliva et cou., 2003; Brakch et cou., 2000).
L’Œ4 représenterait un modèle expérimental intéressant de la structure des sites
d’endoprotéolyse parce que son clivage est sensible aux changements de conformation
(Chen et cou., 2004). En effet, l’ouverture artificielle de la tête de I’intégrine, la partie liant
le ligand, par mutagenèse de l’c437 (f3-, Q324T) augmente de deux fois le niveau
d’endoprotéolyse de l’u4 (Chen et cou., 2004) suggérant fortement que la structure ou
l’accessibilité du site de clivage est modifiée. La comparaison de la structure
tridimensionnelle du mutant Q324T versus celle du type sauvage fournirait les données
structurales nécessaires à la résolution de cette hypothèse.
5.1.2. L’histidine en P6 de 1’o
Jusqu’à présent très peu de travaux ont traité de la contribution de la position P6 sur
le clivage de substrats. Les intégrines Œ du groupe II arborent une histidine strictement
conservée à cette position. Nos expériences confirment l’importance d’un résidu chargé
positivement à cette position et que la protonation de cette histidine, modulable par des
variations de pH physiologiques, restreint le clivage de l’Œ4 à des compartiments acides.
L’article 1 confirme plusieurs conclusions de Krysan et collaborateurs (1999) tant qu’à la
spécificité de la furine en P6. Ces auteurs ont déterminé la spécificité énergétique relative
de la furine pour des résidus basiques en Pu, P2, P4 et P6. lis conclurent que la furine
reconnaissait préférentiellement le Pi et le P4 tandis que l’énergie des contacts secondaires
(P2 et P6) étaient de moindre énergie (ex. Arg en P4 équivaut à environ 3 contacts
secondaires en P2 ou P6) (Krysan et coll., 1999). Si on ne tient pas compte de 1’His en P6,
les sites de clivage des intégrines du groupe II n’auraient qu’un contact primaire (P1=Arg)
et un secondaire (P2=Lys) avec les sous-sites correspondants de la furine. Nous avons
donc rationalisé que la protonation de l’His en P6 contribuerait favorablement à la
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protéolyse de l’a4 par certaines PCs parce que la présence d’acides aminées basiques en P6
contribuent aux clivages efficaces de la pro-PTH, du site secondaire du domaine pro de la
furine et de la pro-albumine (Krysan et coil., 1999; Lazure et cou., 1998; Anderson et cou.,
1997; Brennan et Nakayama, 1994a). La structure cristallographique de la furine corrobore
sa sensibilité pour des charges positives en P6 (Henricli et coll., 2003). Contrairement aux
Si, S2 et S4 qui accommodent préférentiellement des résidus Lys ou Arg, le S6 de la furine
est plus ouvert et reconnaîtrait les charges positives plutôt que des résidus basiques
particuliers. Selon ce modèle, l’His protonée en P6 des intégrines du groupe II devrait être
reconnue favorablement par le S6 de la furine. Par contre, la corpulence de ce résidu ne
permettrait vraisemblablement pas la formation de contacts favorables lorsque positionné
en Pi, P2 ou P4 (Henrich et coll., 2003; Henrich et coll., 2005). Ce modèle est en accord
avec l’inhibition du clivage de la pro-albumine par la mutation de la Lys en P2 par une His
et par l’inefficacité relative de la furine à couper le NCAM-Ll (Neurat Adhesion Motecute
L]), un substrat avec une His en P4 (Kalus et coli., 2003).
À l’instar de l’a4, l’His en P6 favorise la protéolyse à pH acide du site secondaire
du BMP-4 (Bone Morphogenetic Protein-4) (Degnin et coll., 2004). Le BMP-4 est clivé de
façon ordonnée en deux temps, en premier lieu, à un site optimal RX(K/R)R insensible
au pH, et en un second temps, à un site minimal RXXR..1- sensible au pH (Cui et cou.,
2001; Degnin et coll., 2004). Ce site minimal présente une His en P6 (HVRISR.LSL) qui
favorise son clivage par la furine à pH acide. Le mécanisme par lequel cette histidine régule
le clivage du BMP-4 à son site secondaire serait différent. Par opposition à l’Œ4, 1’His en
P6 régulerait négativement la maturation du BMP-4 à son site secondaire à pH neutre parce
que sa mutation en un résidu non-protoné (Thr) augmente son clivage par la furine
particulièrement à pH neutre. Les différences subtiles entre les deux motifs de clivage aux
positions clés que sont le P2, P4 et P2’ (o4=HVISKRLST vs BMP-4
secondaire=HVRISR’.LSL) pourraient expliquer ce phénomène inverse. Si l’on omet le rôle
de l’His en P6, le site secondaire du BMP-4 serait un meilleur substrat parce qu’il devrait
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engendrer deux contacts primaires (Pi et P4) avec la furine tandis que l’Œ4 n’aurait qu’un
contact primaire (Pi) et un secondaire (P2). De plus, une leucine en P2’ du BMP-4 est plus
favorable que la thréonine correspondante de l’Œ4. fl est possible que l’histidine déprotonée
en P6 du BMP-4 bloque la reconnaissance du site de clivage et sa protonation pennettrait
l’accès au motif minimal RXXR..L. La structure cristallographique de la furine suggère
qu’un résidu en P6 puisse se replier pour occuper la pochette S4, donc l’His en P6 du BMP
4 pourrait empêcher le P4 Arg d’occuper la pochette S4. Selon ce modèle, on peut supposer
que cette His déprotonée bloque la liaison critique de l’Arg en P4 avec la pochette
catalytique de la furine (Degnin et coll., 2004) et que la protonation de l’His à pH acide
entraînerait une répulsion de charges qui libérerait 1’ Arg en P4 de cette contrainte.
Par opposition au BMP-4, l’His en P6 de l’Œ4 régule positivement sa maturation in
vivo et in vitro, surtout à pH acide comme l’indique les digestions de nos peptides
correspondants aux sites de clivage sauvages ou mutés. La mutagenèse du P6 en Arg, Lys,
Glu, Ala et Leu est en accord avec le rôle favorable d’un résidu chargé en P6 sur le
rendement du clivage des PCs endogènes des cellules CHO-Ki et de l’efficacité accrue de
la furïne envers le peptide sauvage à pH 6.0. Nous proposons que l’histidine en P6 ne
régule pas négativement le clivage de l’x4 parce que les résidus importants pour la
protéolyse se trouvent en Pi et P2 plutôt qu’en P1 et P4 (BMP-4) et que dans le contexte de
l’Œ4, la contribution de l’His protonée P6 doit engendrer des contacts avec le S6 acide de la
furine pour être clivé efficacement. Par contre, ces contacts ne seraient pas aussi critiques
pour le clivage du BMP-4 probablement parce qu’elle engendre des contacts
énergétiquement plus importants (P4 et P2’ vs. P2). La structure de ces substrats à pH
neutre et acide éclaircirait le mécanisme par lequel la protonation de cette histidine critique
contrôle l’endoprotéolyse du BMP-4 et de l’Œ4. fait intéressant les résidus His en Pi’ et
P2’ pourrait possiblement réguler négativement la maturation du précurseur nodal de la
famille du TGF-f3. Ce précurseur est relativement résistant à la protéolyse mais la mutation
de l’His’2 en Leu (aliphatique) augmente sa sensibilité au clivage. Puisque les résidus
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chargés positivement en P’ ne sont pas favorables aux PCs, la protonation de ces histidines
pourrait vraisemblablement réduire l’efficacité des PCs à cliver nodal. Donc, par opposition
aux His en P6 de 1’Œ4 et du BMP-4, les histidines en P’ pourraient favoriser le clivage de
nodal à pH neutre.
Selon le modèle tridimensionnel théorique de PC5 (Henrich et cou., 2005), le S6 de
cette PC devrait aussi favoriser des résidus chargés positivement. Par contre, les digestions
in vitro de peptides comprenants le site de clivage de l’Œ4 muté en P6 démontrent que PC5
dépend moins d’un résidu chargé en P6 que la furine, même si les résidus acides du sous-
sites S6 sont conservés (Tableau 3). La contribution de cette lie en P4 pourrait aussi
s’avérer importante parce que, 1) elle est conservé chez plusieurs substrats du même type
que l’Œ4 (VEGf-C, l’Œv et l’Œ8), 2) les résidus aliphatiques sont favorables en P4 pour la
kexine (Rockwell et Fuller, 1998), et 3) la valine à cette position semble favoriser la furine
(Lazure et coll., 1998). La mutagenèse systématique du P4 de l’Œ4 définirait l’identité des
résidus permettant son clivage efficace. Si, à l’instar de la pro-PTH, un résidu aliphatique
en P4 est équivalent à une arginine, cette mutagenèse permettrait l’élargissement de notre
compréhension de la spécificité de la furine et des autres PCs pour les substrats sans résidu
basique en P4.
5.1.3. Le rôle biologique du clivage de l’intégrine a4
Un objectif secondaire de nos travaux consistait à préciser la fonction du clivage de
1’Œ4. Pour ce faire nous avons testé l’adhérence des cellules CHO-K1 exprimant de l’a
clivée (WT) ou non (R597A) au ligand cellulaire du VLA-4, le VCAM-1. Ces essais
confirment les résultats de Teixido et coil. (1992) selon lesquels la protéolyse de l’o
n’influence pas l’adhésion. De plus, un constat similaire fut observé pour le MadCAM-1
(ligand x43-,, mucosa addressin celÏ adhesion moiecule-]) (Chen et colI., 2004).
Contrairement aux cellules K562 utilisées par Teixido et coll. (1992), les cellules CHO-K1
de notre étude exprimaient de l’c.43j sous une conformation de haute-affinité (Fauli et coil.,
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1993; Rose et cou., 2000), donc le clivage n’influencerait pas l’affinité du VLA-4, une
conclusion partagée pour l’Œv35 (Berthet et cou., 2000). Globalement, tous ces résultats
semblent confirmer qu’in vitro l’adhésion de l’Œ4 sur la FN, le VCAM-l et le MadCAM-1,
n’est pas modifiée par sa protéolyse et ce, dans différents types cellulaires (K562, CHO-Ki
et 293T).
Alternativement, nous avons exploré l’hypothèse que le PMA augmenterait
sélectivement l’adhésion de la forme clivée de l’a4. Contrairement à l’a6 (Deiwel et cou.,
1997; Deiwel et cou., 1996), les résultats non-publiées démontrent que l’adhésion du VLA
4 au VCAM-1 des cellules CHO-Ki transfectées avec l’u4 n’est pas significativement
stimulée par le PMA, un agent favorisant l’avidité des intégrines,. Il est peu probable qu’un
essai similaire avec des cellules K562 transfectées avec l’a4 (faible affinité) génèrerait une
conclusion différente. La stimulation de l’adhésion du VLA-4 par le PMA est très modeste
(moins de 50%) dans ce type cellulaire (Alon et coli., 1995), comparativement à l’a3i où
la réponse au PMA est au moins deux cents fois plus grande (Delwel et coli., 1996).
L’ identification d’un type cellulaire répondant significativement au PMA permettrait de
confirmer si, à l’instar de Ï’Œ6, la stimulation de l’adhésion dépend de la protéolyse des
PCs. Même si un tel type cellulaire était identifié, il reste probable que la fonction du
clivage de l’Œ4 soit différente parce que son site de clivage n’est pas en C-terminal de la
molécule et que la fonction du clivage des intégrines apparait variable selon l’interaction
intégrine-matrice étudiée (Berthet et coll., 2000).
Berthet et collaborateurs (2000, 2004) ont démontré que l’adhérence et la migration
à la vitronectine des cellules HT29 exprimant l’o1-PDX (clivage des intégrines inhibé) est
réduite. Par contre, l’adhésion à la lamine-1 n’est pas affectée même si l’adhésion à cette
matrice nécessite des intégrines (c et a6) clivées par les PCs. Ce travail suggère que dans
un même type cellulaire, l’adhésion constitutive à la vitronectine cellulaire requiert le
clivage des PCs, mais celle à la laminine est probablement indépendante du clivage de l’Œ3
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et l’a6, ce qui est en accord avec les travaux de Deiwel et collaborateurs (1996, 1997).
Berthet et collaborateurs (2000) ont aussi rapporté que le PMA n’affecte pas l’adhésion à la
vitronectine, indépendamment du clivage de 1’ Œv. Toutefois, ce même article ne précise pas
l’effet de cet activateur de la protéine kinase C sur l’adhésion des mêmes cellules HT29-
PDX à la laminine, laissant un doute justifié quant à l’universalité des deux modèles. Par
contre, la migration des cellules HT29-PDX sur la vitronectine est stimulée davantage par
le PMA que la cellule contrôle tandis que sur la laminine la stimulation est la même
(Berthet et coll., 2004).
La modèle selon lequel le clivage de l’Œv favorise l’adhésion et la migration
dépendante de 1’ Œv pourrait être renforcé par la mutagenèse de son site de clivage et par la
reconstitution du clivage de la pro-av des cellules LoVo (Lehmann et coil., 1996) par
l’expression de la furine. L’étude du clivage des autres intégrines, plus particulièrement les
récepteurs à la fibronectine, permettrait de mieux comprendre si les modèles suggérés par
Berthet et collaborateurs (2000, 2004) et DeÏwel et collaborateurs (1996, 1997) se limite à
des systèmes expérimentaux précis et aux adhésions dépendantes d’ a6 et av.
Malgré le peu de résultats disponibles, ces travaux suggèrent que le clivage des
intégrines affecte leur agrégation qui favorise le renforcement de l’adhésion. La structure
des intégrines est effectivement très dynamique (Giancotti, 2003) et le clivage laisse
présager un rôle sur leur conformation qui affecterait la signalisation des intégrines. La
comparaison de la structure de l’a4 clivée (sauvage) ou d’une autre intégrine avec sa forme
précurseur (R597A) en présence ou en absence de ligand pourrait définir la portée du
clivage sur sa structure (global vs local).
Nos mutants plus ou moins résistants à l’endoprotéolyse des PCs seraient également
utiles pour déterminer le rôle biologique de l’a4 in vivo. La région codante pour le site de
clivage de l’a4 d’un embryon de souris pourrait être remplacée par des versions mutées
(knockin) afin qu’elles soient résistantes (R597A), semi-résistantes (H592E) ou
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hypersensibles (H592R) à 1’ endoprotéolyse. Ces progénitures mutantes mesureraient
l’importance de l’endoprotéolyse de l’cx4 dans divers processus biologiques importants
comme: l’embryogenèse, le développement cardiaque, l’inflammation et la circulation
leucocytaire (Yang et coll., 1995; Sengbusch et cou., 2002). De plus, des études de
migration et de signalisation cellulaire pourraient identifier la fonction du clivage de 1’ Œ4.
5.2 La protéolyse de la glycoprotéine du CoV-SRAS
Lors de la découverte du CoV-SRAS, nous avons noté que la GPS de ce nouveau
pathogène humain n’avait pas conservé un site de clivage riche en acides aminés basiques
(région R667) typique des coronavirus du groupe II. Nous voulions donc définir: 1) si cette
glycoprotéine était clivée par un ou plusieurs homologues de mammifère de la subtilisine 2)
définir le site de clivage, 3) identifier les acides aminés critiques à la protéolyse et 4) définir
la fonction du clivage. Notre hypothèse de départ voulait que cette glycoprotéine soit
clivée par SKI-l au motif HTVSLLRS, ce site de clivage aurait représenté un motif de
clivage atypique de SKI-l parce qu’il ne contient pas d’Arg en P4. Comme SKI-l clive
certaines glycoprotéines virales (Vincent et coll., 2003; Beyer et coll., 2003; Lenz et coll.,
2001), cette convertase nous apparaissait comme une candidate potentielle.
Cependant, SKI-l n’influence pas la maturation de la GPS-SRAS dans les cellules
SRD12B déficientes en SKI-1 et dans les cellules FD1 1 (résultats non publiés, Bergeron et
Seidah). Par contre, l’article 2 démontre que la transfection des PCs transmembranaires
(furine, PC7 et PC5B) favorise la transformation du précurseur (proS) en une sous-unité S2
d’environ 80 kDa. De plus, nous avons observé la présence d’un autre fragment C-terminal
(CTF) d’environ 110 kDa, mais la surexpression des PCs n’accentue pas sa formation. Ces
résultats démontraient pour la première fois que les PCs influençaient le clivage de la proS
du CoV-SRAS même si aucun motif basique typiquement reconnu par la furine ne se
trouve dans cette région de la GPS-SRAS (Tableau 6).
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Ces résultats sont en accord avec trois articles publiés récemment qui décrivent des
fragments S2 de tailles similaires (Simmons et cou., 2004; Wu et cou., 2004; Wang et coil.,
2005). En effet, Wu et ses collaborateurs (2004) ont observé la proS et la sous-unité S2 à
environ 85 kDa par immunobuvardage d’un lysat infecté. De plus, Simmons et ses
collaborateurs (2004, Figures supplémentaires) ont observé deux CTFs (d’environ 100 et
$0 kDa) qui sont significativement augmentés par un traitemement à la trypsine. Puisque le
niveau de clivage de la GPS-SRAS est modeste, nous n’avons pas réussi à définir
biochimiquement la localisation des sites de clivages qui donnent naissance aux CTFs.
Par contre, la mutagenèse de la région de l’Arg667 (VLLR667) en un motif furine
optimal (RKKR667) indique cependant que les CTFs deviennent plus abondants et que leurs
tailles sont similaires aux CTFs dérivés de la proS sauvage. La maturation de ce mutant
nous indique qu’un clivage a lieu à proximité de l’Arg667 parce que le CTF de 110 kDa est
plus particulièrement augmenté. Par contre, PC7 ne clive pas ce mutant (RKKR667)
(résultats non publiés, Bergeron et Seidah) et ce, même si cette PC est la plus efficace à
induire la production du CTF de 80 kDa à partir de la proS sauvage. Pour le moment, il
n’est pas clair pourquoi PC7 ne clive pas le mutant RKKR667, mais cette situation pourrait
être analogue au clivage in vitro de la glycoprotéine p62 du virus de la forêt de Semlild
(Zhang et coll., 2003). Cette GP est clivée par PC7 seulement en présence de détergent.
Cependant, la furine clive ce substrat in vivo et in vitro en absence de détergent. Ceci
suggère que PC7 ne reconnaît pas la forme native de la p62 du virus de la forêt de Semiiki.
il serait donc intéressant de vérifier si la présence de détergent permet également le clivage
in vitro du mutant RKKR657 par PC7.
Nous avons aussi tenté d’optimiser le second site d’intérêt (RNTR761) de la même
façon (DRNTR761 en RRKKR761). Cependant, la mutagenèse de ce deuxième site potentiel
a empêché la maturation de la proS de 190 kDa en proS de 210 kDa, probablement parce
que son repliement est compromis. Le seul argument pour le clivage direct de la GPS
SRAS au site RNTR761 est fourni par la digestion in vitro d’un peptide mimant cette région.
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Par contre, la mutagenèse de l’Arg758 et de l’Arg761 suggère le contraire puisque ces
mutations ne bloquent pas la protéolyse de cette GPS. fi reste que la proS pourrait être clivé
directement par la furine au site minimal RNTR761, mais si tel était le cas, nous devrions
admettre qu’une protéase présente dans les cellules FD1 1-furine clive la GPS-SRAS à
proximité du motif RNTR761 muté (sans Pi et P4 Arg).
5.2.1 La convertase de la GPS-SRAS
Nos travaux n’ont pas permis de déterminer la ou les convertases de la GPS-SRAS.
Par contre, nous avons clairement établi que la GPS-SRAS recombinante ou virale étaient
tous deux partiellement clivées. L’activité des PCs membranaires corrélait particulièrement
avec l’abondance du CTF de 80 kDa, suggérant que l’activité des PCs est nécessaire à sa
formation.
Les PCs permettent le clivage d’une panoplie de substrats dans la voie sécrétoire. Le
rôle des PCs sur la production du CTF de 80 kDa, l’effet cytotoxique et les titres viraux
pourrait donc être indirect. Pour le moment, nos travaux et nos connaissances sur les
coronavirus ne nous permettent pas de proposer une cible cellulaire ou virale des PCs qui
expliqueraient nos observations. Néanmoins, au moins une protéase cellulaire clive la GPS
SRAS et son activité semble favorisée par l’action des PCs.
Les protéases sont généralement synthétisées sous la forme de zymogènes qui
s’ autoactivent ou activent d’autres pro-protéases. Les PCs s’ autoactivent et activent
certaines pro-protéases cellulaires (Benjannet et coll., 2001; Srour et coll., 2003; Thomas,
2002). Par conséquent, il apparaît justifié d’émettre l’hypothèse que le clivage de la GPS
SRAS est réalisé par une telle pro-protéase activée par les PCs. Cependant, la surexpression
de quatre pro-protéases activées par les PCs (BACE-l, MT1-MMP, MT2-MMP, ADAM
17) n’affecte pas le clivage de la GPS-SRAS (résultats non publiés, Bergeron et Seidah).
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Les PCs clivent directement plusieurs GP virales, mais d’autres le sont par des
protéases à sérine de la famille de la trypsine (Kido et colI., 1999; Klenk et Garten, 1994;
Goto et Kawaoka, 199$) ou des protéases non-identifiés (Springfeld et cou., 2005; Mou et
coiL, 2004). La tryptase Clara et la plasmine activeraient certaines souches d’influenza
humaines à des sites comprenant une seule arginine en Pi. D’ailleurs, l’addition de trypsine
exogène à ces souches d’influenza est souvent nécessaire à leur réplication en culture
cellulaire (Klenk et Garten, 1994). Dans le cas du CoV-SRAS l’addition de trypsine n’est
pas nécessaire à la réplication, mais elle augmente dramatiquement la maturation de la
GPS-SRAS en ses deux CTFs (Simmons et coil., 2004). Ces données suggèrent que
certains membres de la famille de la trypsine devraient être particulièrement considérés
comme des convertases candidates de la GPS-SRAS.
Plus récemment, le clivage de la glycoprotéine du virus Ebola par les cathepsines B
et L fut défini comme essentiel à l’entrée du virus dans la cellule (Chandran et coll., 2005).
Il est intéressant de noter que la GP de ce virus est également clivée par la furine et que
contrairement au clivage dépendant des cathepsines, celui réalisé par les PCs n’est pas
nécessaire à la réplication du virus Ebola en culture cellulaire (Neumann et coll., 2002). La
GP du virus Ebola représente un exemple probant que les glycoprotéines peuvent être
clivées par différentes familles de protéases et que chaque classe joue un rôle distinct sur la
biologie d’un virus. À l’instar de la GP du virus Ebola, différentes enzymes pourraient
cliver les différents sites de coupure de la GPS-SRAS.
5.2.2 La fonction du clivage de la GPS-SRAS
La fonction du clivage de la GPS-SRAS reste ouverte, même le rôle du clivage des
GPS des coronavirus des groupes II et III demeure nébuleux à bien des égards.
L’observation la plus soutenue veut que les niveaux de clivage des GPS corrèlent
positivement avec la formation de syncytia (Bos et colI., 1995; Yamada et coll., 1997;
Hingley et cou., 2002; de Haan et cou., 2004). Par contre, le clivage de la MHV-GPS
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n’apparaît pas comme essentiel à la fusion virus-cellule (de Haan et cou., 2004).
Cependant, de Han et ses collaborateurs démontrent que l’ajout de chlorpromazine, un
inhibiteur de l’endocytose dépendante de la clathrine ou de bafilomycine Ai, un inhibiteur
des V-ATPases, inhibent davantage la fusion du MHV-A59 produit en présence de
l’inhibiteur dec-RVKR-cmk (de Haan et coll., 2004). Comment interpréter ces résultats?
Contrairement au coronavirus du groupe I (GPS non-clivé) qui utiliserait seulement
la voie endocytaire (Hansen et cou., 1998), le MHV (groupe II) peut fusionner directement
avec la membrane plasmique à pH neutre ou avec les membranes des endosomes à pH
acide (Kooi et coll., 1991; Nash et Buchmeier, 1997). L’hypersensibilité du MHV—A59
dont la GPS est non clivée à ces deux drogues suggère que l’entrée du MHV-A59 sans
GPS serait restreinte à la voie endocytaire. Par opposition, les coronavirus arborant une
GPS clivée ou partiellement clivée (MHV-A59 sauvage) utiliseraient les deux voies
d’entrée (membrane plasmique et endosomes).
Contrairement au MHV, aucun produit de clivage n’a pu être identifié dans les
milieux de culture de cellules infectées avec le CoV-SRAS. Seulement la proS et des
oligomères de la GPS-SRAS furent identifiés par biosynthèse. Bien que d’autres travaux
confinnent la présence de CTFs dans les lysats cellulaires (Wu et coll., 2004; Simmons et
cou., 2004; Wang et coll., 2005), personne n’a rapporté la présence de produits de clivage
de la GPS-SRAS associés aux virus. Ceci suggère que seulement la proS est incorporée
dans les particules virales du CoV-SRAS produites en culture. Même des pseudovirus
exprimant la GPS-SRAS ne présentent que le précurseur à leur surface (Simmons et coll.,
2004). Selon notre hypothèse, la proS permettrait l’entrée des coronavirus seulement par la
voie endocytaire. En accord avec celle-ci, les pseudovims décorés de la proS du CoV
SRAS semblent pénétrer les cellules cibles par la voie endocytaire parce que leur entrée est
fortement inhibé par des agents lysomotropes (chloroquine et le chlorure d’ammonium)
(Simmons et coll., 2004; Yang et coll., 2004). De plus, nos résultats suggèrent que l’entrée
du CoV-SRAS est très bien inhibée par ces agents lysomotropes (Annexe 1). Toutefois,
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des études de microscopie électronique suggèrent que le CoV-SRAS fusionne avec la
membrane plasmique et les endosomes (Ng et cou., 2003). Comment est-ce que le
coronavirus du SRAS fusionne avec la membrane plasmique sans être clivé? Serait-il clivé
à la surface cellulaire ou suite à son endocytose? Ces questions restent sans réponses, mais
elles devraient être adressées si on désire établir la fonction du clivage de la GPS-SRAS et
des autres GPS.
A l’instar de la GPS-SRAS, les coronavims du groupe II forment des syncytia à pH
neutre (Yamada et cou., 1997; Gallagher, 2001). Contrairement aux autres GPS du groupe
II, l’addition de trypsine est nécessaire à la fusion cellule-cellule induite par la GPS-SRAS
(Simmons et cou., 2004). De plus, la simple acidification du milieu de culture ne permet
pas la formation de syncytia en absence de trypsine ajoutée (Simmons et cou., 2004). Selon
ces résultats, la fusion cellule-cellule requiert aussi le clivage de la GPS-SRAS (Sirnmons
et coiL, 2004). Lors de la réalisation de nos travaux nous n’avons pas détecté la formation
de syncytia par l’infection du CoV-SRAS (communication personnelle, Vincent M.). Par
contre, la formation de syncytia semble détectable in vivo (Nichoils et cou., 2003) ou par
l’infection des cellules HuH7 (Tang et cou., 2005), une lignée cellulaire extrêmement riche
en furine (Annexe 2). Curieusement, les cellules LoVo déficientes en furine (Takahashi et
colI., 1993) sont sensibles au CoV-SRAS, mais leur infection est persistante et n’engendre
pas d’effets cytotoxiques (Chan et coli., 2004). Les cellules LoVo complémentées par la
furine ou l’inhibition des PCs des cellules HuH7 par le dec-RVKR-cmk pouffaient
confirmer le rôle des PCs sur l’effet cytotoxique du CoV-SRAS et la formation de syncytia.
Nos résultats et la littérature suggèrent que le clivage des GPS favorise la
propagation cellule-cellule et que ce phénomène requiert l’activité des PCs. Des
expériences supplémentaires avec des CoV-SRAS recombinants (Yount et cou., 2003)
exprimant la GPS-SRAS mutante hypersensible à la furine (RKKR667) confirmeraient
l’influence du clivage de la GPS-SRAS sur la voie d’entrer du virus (membrane plasmique
versus la endocytaire) et sur la fusion cellulle-cellule.
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5.2.3 Les inhibiteurs des PCs et les infections à coronavirus
Cette thèse démontre qu’un inhibiteur général des PCs (dec-RVKR-cmk) réduit la
propagation du virus du SRAS en culture cellulaire. Par contre, nous avons observé que la
transfection stable de 1’Œl-PDX, un inhibiteur plus sélectif envers la furine et PC5 (Jean et
coll., 2000), n’abolissait pas l’effet cytotoxique du CoV-SRAS, malgré une inhibition
significative du clivage de la GPS-SRAS (communication personnelle, Vincent M.).
L’explication la plus simple serait que l’inhibition des PCs est partielle ou absente dans ces
transfectants stables (PC7 est peu inhibé par 1’ al-PDX (Jean et cou., 2000)).
De plus, nous avons observé que les Vero B6-Œl-PDX exprimaient deux fois plus
du récepteur de la GPS-SRAS (ACE2) à leur surface cellulaire (Annexe 3). Par contre, un
traitement avec le dec-RVKR à 60 !.iM pendant vingt-quatre heures (Article 2) n’affecte pas
l’expression de l’ACE2 à la surface cellulaire (résultats non publiés, Bergeron et Seidah).
Un traitement prolongé (plus de 24 heures) des cellules Vero E6 avec le dec-RVKR-cmk
pourrait aussi augmenter l’expression de l’ACE2 à la surface de ces cellules, mais ceci reste
à confirmer.
Comment les PCs affectent-elles alors l’expression de l’ACE2? L’ACE2 peut être
clivée près de son domaine transmembranaire (shedding) par l’ADAM-17 mature (Lambert
et cou., 2005). Une fois activée par les PCs, cette métalloprotéase clive plusieurs protéines
ancrées par des domaines transmembranaires (Moss et Lambert, 2002). Selon ces
prémisses, il serait donc probable qu’un traitement prolongé avec un inhibiteur des PCs
réduise le shedding de Ï’ACE2 et favorise l’infection du CoV-SRAS (Hofmann et ccli.,
2004) parce que le ratio ACE2 sheddé/ACE2 ancré serait réduit.
Ces données suggèrent qu’un inhibiteur des PCs augmenterait l’expression de
l’ACE2 in vivo. Cependant, personne n’a démontré dans un modèle animai que
l’augmentation de l’ACE2 augmentait la pathogénicité ou même la réplication du CoV
SRAS. Fait intéressant, l’activité enzymatique de l’ACE2 sur son substrat, l’angiotensine
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II, protège les souris contre la détresse respiratoire (1mai et cou., 2005), un phénomène
observé chez les cas graves de SRAS (Hui et Wong, 2004). Une augmentation d’ACE2 par
l’inhibition des PCs ou d’ADAM-17 pourrait ainsi protéger contre la détresse respiratoire
causée par la disparition de l’ACE2 cellulaire provoquée par sa liaison à la GPS-SRAS
(Kuba et coll., 2005). Le mécanisme par lequel la GPS-SRAS fait disparaître l’ACE2 n’a
pas été établi, mais il devrait passer soit par le shedding du récepteur, soit par la
dégradation intracellulaire ou par une réduction de sa transcription. Pour conclure, l’effet de
l’inhibition des PCs sur l’expression de 1’ACE2 devrait être considéré dans les futures
études pourtant sur les PCs et le CoV-SRAS.
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Chapitre 6. Conclusions
Les PCs participent à l’endoprotéolyse limitée de plusieurs glycoprotéines
cellulaires et virales. La plupart de ces GPs clivées dans la voie sécrétoire constitutive
présentent un motif RXXR,. Cependant, la présence d’acides aminés particuliers à
d’autres positions influence l’efficacité de clivage des substrats. Plusieurs travaux sur la
spécificité des PCs tendent à démontrer une certaine redondance de leur activité.
Cependant, les différents phénotypes associés à la disruption génétique de ces convertases
suggèrent une redondance partielle ou la présence de substrats spécifiques. La structure des
sites de clivage et la localisation cellulaire de leurs formes actives sont des éléments
essentiels à la compréhension de leur activité. La combinaison judicieuse de ces éléments
expliquerait vraisemblablement leur spécificité in vivo. Nos travaux sur l’intégrine a4
suggèrent que la structure d’un substrat peut réguler son clivage, un concept peu exploré de
la biologie des PCs. Des études sur la structure tertiaire des substrats et des PCs en parallèle
pourraient révéler pourquoi des substrats sont clivés par des PCs particulières.
Contrairement au clivage direct des GPSs des coronavirus du groupe II, nos travaux
sur la GPS-SRAS démontrent que l’activité des PCs influence le clivage d’une GPS par une
voie indirecte. L’identification de la convertase de la GPS-SRAS pourrait expliquer
comment les PCs favorisent son activité. Un inhibiteur efficace des PCs pourrait s’avérer
un outil utile contre le SRAS, si son activité est démontrée dans un modèle animal de la
maladie.
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ABSTRACT
Background: Severe acute respiratory syndrome (SARS) is caused by a newly discovered
coronavirus (SARS-CoV). No effective prophylactic or post-exposure therapy is currently
available.
Resuits: We report, however, that chloroquine lias strong antiviral effects on SARS-CoV
infection of primate ceils. These inhibitory effects are observed when the celis are treated
with the drug either before or after exposure to the virus, suggesting both prophylactic and
therapeutic advantage. 1n addition to the well-known functions of chloroquine such as
elevations of endosomal pH, the drug appears to interference with terminal glycosylation of
the cellular receptor, angiotensin-converting enzyme 2. This may negatively influence the
virus-receptor binding and abrogate the infection, with further ramifications by the
elevation of vesicular pH, resulting in the inhibition of infection and spread of SARS CoV
at clinically admissible concentartions.
Conclusions: Chloroquine is effective in preventing the spread of SARS CoV in celi
culture. Favorable inhibition of virus spread was observed when the celis were either
treated with cifioroquine prior to after SARS CoV infection. In addition, the indirect
immunofluorescence assay described herein represents a simple and rapid method for
screening SARS-CoV antiviral compounds.
ni
BACKGROUND
Severe acute respiratory syndrome (SARS) is an emerging disease that was first
reported in Guangdong Province, China, in late 2002. The disease rapidly spread to at least
30 countries within months of its first appearance, and concerted worldwide efforts led to
the identification of the etioÏogical agent as SARS coronavirus (SARS-CoV), a noveÏ
member of the family Coronaviridae (1). Complete genome sequencing of SARS-CoV (2,
3) confirmed that this pathogen is flot closely related to any of the previously established
coronavirus groups. Budding of the SARS-CoV occurs in the Golgi apparatus (4) and
resuits in the incorporation of the envelope spike glycoprotein into the virion. The spike
glycoprotein is a type I membrane protein that facilitates viral attachment to the cellular
receptor and initiation of infection, and angiotensin-converting enzyme-2 (ACE2) has been
identified as a flinctional cellular receptor of SARS-CoV (5). We have recently shown that
the processing of the spike protein was effected by flirin-like convertases and that inhibition
of this cleavage by a specific inhibitor abrogated cytopathicity and significantÏy reduced the
virus titer of SARS-CoV (6).
Due to the severity of SARS-CoV infection, the potential for rapid spread of the
disease, and the absence of proven effective and safe in vivo inhibitors of the virus, it is
important to identify drugs that cari effectively be used to treat or prevent potential SARS
CoV infections. Many novel therapeutic approaches have been evaluated in laboratory
studies of SARS-CoV: notable among these approaches are those using siRNA (7), passive
antibody transfer (8), DNA vaccination (9), vaccinia or parainfluenza virus expressing the
spike protein (10, 11), interferons (12, 13), and monoclonal antibody to the Si -subunit of
the spike glycoprotein that blocks receptor binding (14). In this report, we describe the
identification of chloroquine as an effective pre- and post-infection antiviral agent for
SARS-CoV. Chloroquine, a 9-aminoquinoline that was identified in 1934, is a weak base
that increases the pH of acidic vesicles. When added extracellularly, the non-protonated
portion of chloroquine enters the ceil, where it becomes protonated and concentrated in
acidic, low-pH organelles, such as endosomes, Golgi vesicles. and lysosomes. Chloroquine
wcan affect virus infection in many ways, and the antiviral effect depends in part on the
extent to whicli the virus utilizes endosomes for entry. Cifioroquine lias been widely used
to treat liuman diseases, sucli as malaria, amoebiosis, HW, and autoimmune diseases,
without significant detrimental side effects (15). Togetlier witli data presented liere,
showing virus inhibition in celi culture by chloroquine doses compatible with patient
treatment, these features suggest tliat further evaluation of cifioroquine in animal models of
SARS-CoV infection would be warranted as we progress toward finding effective antivirals
for prevention or treatment of the disease.
RESULTS
Preinfection chloroquine treatment renders Vero F6 celis refractory to SARS-CoV
infection
In order to investigate if chloroquine miglit prevent SARS-CoV infection,
permissive Vero E6 celis (1) were pretreated with various concentrations of chloroquine
(0.1-10 !IM) for 20-24 li prior to virus infection. Celis were then infected witli SARS-CoV,
and virus antigens were visualized by indirect immunofluorescence as described in
Materials and Methods. Microscopic examination (Fig. lA) of the control ceils (untreated,
infected) revealed extensive SARS-CoV-specific immunostaining of the monolayer. A
dose-dependant decrease in virus antigen-positive ceils was observed starting at 0.1 M
cifioroquine, and concentrations of 10 iM compÏetely abolished SARS-CoV infection. For
quantitative purposes, we counted the number of celis stained positive from three random
locations on a siide. The average number of positively stained control ceils was scored as
100% and was compared with the number of positive celis observed under various
cifioroquine concentrations (Fig. lB). Pretreatment witli 0.1, 1, and 10 tM chloroquine
reduced infectivity by 28%, 53%, and 100%, respectively. Reproducible results were
obtained from three independent experiments. These data demonstrated that pretreatment of
Vero E6 celis witli chloroquine rendered these celis refractory to SARS-CoV infection.
VPostinfection chloroquine treatment is effective in preventing the spread of SARS
CoV infection
In order to investigate the antiviral properties of chloroquine on SARS-CoV after
the initiation of infection, Vero E6 ceils were infected with the virus and fresh medium
supplemented with various concentrations of cifioroquine was added immediately after
virus adsorption. Infected ceils were incubated for an additional 16-18 h, after which the
presence of virus antigens was analyzed by indirect immunofluorescence analysis. When
cifioroquine was added after the initiation of infection, there was a dramatic dose-dependant
decrease in the number of virus antigen-positive ceils (Fig. 2A). As littie as 0.1-1 1iM
chloroquine reduced the infection by 50% and up to 90-94% inhibition was observed with
33-100 1iM concentrations (Fig. 2 B). At concentrations of cifioroquine in excess of 1 tM,
only a small number of individual celis were initially infected, and the spread of the
infection to adjacent celis was ail but eliminated. A haif-maximal inhibitory effect was
estimated to occur at 4.4 ± 1.0 tM cifioroquine (Fig. 2 C). These data clearly show that
addition of cifioroquine can effectively reduce the establishment of infection and spread of
SARS-CoV if the dmg is added immediately following virus adsorption.
Electron microscopic analysis indicated the appearance of significant amounts of
extracellular virus particles 5-6 h after infection (16). Since we observed antiviral effects by
chloroquine immediately after virus adsorption, we further extended the anaÏysis by adding
chloroquine 3 and 5 h afier virus adsorption and examined for the presence of virus
antigens after 20 h. We found that chloroquine was stili significantly effective even when
added 5 h after infection (Fig. 3); however, to obtain equivalent antiviral effect, a higher
concentration of chloroquine was required if the drug was added 3 or 5 h after adsorption.
Ammonium chloride inhibits SARS-CoV infection of Vero E6 ceils
Since chloroquine inhibited SARS-CoV infection when added before or after
infection, we hypothesized that another common lysosomotropic agent, NH4C1, might also
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function in a similar mariner. Ammonium cifioride lias been widely used in studies
addressing endosome-mediated virus entry. Coincidently, NH4C1 was recently shown to
reduce the transduction of pseudotype viruses decorated with SARS-CoV spike protein (17,
1$). In an attempt to examine if N}LtC1 functions similarly to cifioroquine, we performed
infection analyses in Vero E6 celis before (Fig. 4A) and afler (Fig. 4B) they were treated
with various concentrations of NH4CI. In both cases, we observed a 93-99% inhibition with
NH4CI at 5 mM. These data indicated that NH4C1 (5 mM) and chloroquine (1O M) are
very effective in reducing SARS-CoV infection. These results suggest that effects of
cifioroquine and NH4C1 in controlling SARS CoV infection and spread miglit be mediated
by similar mechanism(s).
Effect of chloroquine and NH4C1 on celi surface expression of ACE2
We performed additional experiments to elucidate the mechanism of SARS-CoV inhibition
by cifioroquine and NH4C1. Since intra-vesicular acidic pH regulates cellular functions,
including N-glycosylation trimming, cellular trafficking, and various enzymatic activities, it
was of interest to characterize the effect of both drugs on the processing, glycosylation, and
cellular sorting of SARS-CoV spike glycoprotein and its receptor, ACE2. Flow cytometry
analysis was performed on Vero E6 ceils that were either untreated or treated with higffly
effective anti-SARS-CoV concentrations of chloroquine or NH4C1. The resuits revealed
that neither dmg caused a significant change in the levels of cell-surface ACE2, indicating
that the observed inhibitory effects on SARS-CoV infection are not due to the lack of
available celi-surface ACE2 (Fig. 5A). We next analyzed the molecular forms of
endogenous ACE2 in untreated Vero E6 cells and in ceils that were pre-incubated for 1 h
with various concentrations of either NH4C1 (2.5-10 mM) or chloroquine (1 and 10 iM)
and Ïabeled with 35S-(Met) for 3 h in the presence or absence of the drugs (Fig. 5B and C).
Under normal conditions, we observed two immunoreactive ACE2 forms, migrating at
—105 and —113 kDa, respectively (Fig. 5B, lane 1). The —105-kDa protein is
endoglycosidase H sensitive, suggesting that it represents the endoplasmic reticulum (ER)
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localized form, whereas the 11 3-kDa protein is endoglycosidase H resistant and represents
the Golgi-modified form of ACE2 (19). The specificity of the antibody was confirmed by
dispiacing the immunoreactive protein hands with excess cold-soluble human recombinant
ACE2 (+ rhACE2; Fig.5B, lane 2). When we analyzed ACE2 forms in the presence of
NH.4C1, a clear stepwise increase in the migration of the —1 13-kDa protein was observed
with increasing concentrations of NH4C1, with a maximal effect observed at 10 mM NH4C1,
resulting in only the ER form of ACE2 being visible on the gel (Fig. 5B, compare lanes 3-
5). This suggested that the trimnilng andlor terminal modifications of the N-glycosylated
chains of ACE2 were affected by NH4C1 treatment. In addition, at 10 mM NmC1, the ER
form of ACE2 migrated with slightly faster mobility, indicating that NCl at that
concentration might also affect core glycosylation. We also examined the terminal
glycosylation status of ACE2 when the ceils were treated with cifioroquine (Fig. 5C).
Similar to NFLCl, a stepwise increase in the electrophoretic mobility of ACE2 was
observed with increasing concentrations of cifioroquine. At 25 1iM cifioroquine, the faster
electrophoretic mohility of the Golgi-modified form of ACE2 was clearly evident. On the
basis of the flow cytometry and immunoprecipitation analyses, it can be inferred that
NH4C1 and chloroquine both impaired the terminal glycosylation of ACE2, while NH.4C1
resulted in a more dramatic effect. Although ACE2 is expressed in similar quantities at the
cell surface, the variations in its glycosylation status might render the ACE2-SARS-CoV
interaction less efficient and inhibit virus entry when the ceils are treated with NH4C1 and
chloroquine.
b confirm that ACE2 undergoes terminal sugar modifications and that the terminal
glycosylation is affected hy NH4C1 or chloroquine treatment, we performed
immunopreipitation of 35S-labeled ACE2 and suhjected the immunoprecipitates to
neuraminidase digestion. Proteins were resolved using SDS-PAGE (Fig 5 D). It is evident
from the slightly faster mobility of the Golgi form of ACE2 afier neuraminidase treatment
(Fig 5D, compare lanes 1 and 2), that ACE2 undergoes terminal glycosylation; however,
the ER form of ACE2 was not affected by neuraruinidase. Ceils treated with 10 tM
chloroquine did flot result in a significant shift; whereas 25 iM chloroquine caused the
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Golgi form of ACE2 to resolve similar to the neuraminidase-treated ACE2 (Fig 5D,
compare lanes 5 and 6). These data provide evidence that ACE2 undergoes terminal
glycosylation and that chloroquine at anti-SARS-CoV concentrations abrogates the process.
Effect of chloroquine and NB4C1 on the biosynthesis and processing of SARS-CoV
spike protein
We next addressed whether the lysomotropic drugs (NH4CÏ and cifioroquine) affect
the biosynthesis, glycosylatïon, andlor trafficking of the SARS-CoV spike glycoprotein.
For this purpose, Vero E6 ceils were infected with SARS-CoV for 18 h. Cifioroquine or
ammonium cifioride was added to these ceils during while they were being starved (1 h),
labeled (30 mm) or chased (3 h).The ceil lysates were analyzed by immunoprecipitation
with the SARS-specific polyclonal antibody (HMAF). The 30-min pulse resuits indicated
that pro-spike (proS) was synthesized as a —190-kDa precursor (proS-ER) and processed
into —125-, —105-, and —80-kDa proteins (Fig. 6A, lane 2), a result identical to that in our
previous analysis (6). Except for the 100 1iM cifioroquine (Fig. 6A, lane 3), there was no
significant difference in the biosynthesis or processing of the virus spike protein in
untreated or cffloroquine-treated celis (Fig. 6A, lanes 4-6). It should be noted that
chloroquine at 100 1M resulted in an overail decrease in biosynthesis and in the levels of
processed virus glycoprotein. In view of the lack of reduction in the biosynthesis and
processing of the spike glycoprotein in the presence of cifioroquine concentrations (10 and
50 tM) that caused large reductions in SARS-CoV replication and spread, we conclude that
the antiviral effect is probably not due to alteration of virus glycoprotein biosynthesis and
processing. Similar analyses were perfonned with NH4C1, and the data suggested that the
biosynthesis and processing of the spike protein were also flot negatively affected by
NH.4C1 (Fig. 6A, lanes 7-12). Consistent with our previous analysis (6), we observed the
presence of a larger protein, which is referred to here as oligomers. Recently, Song et al.
(20) provided evidence that these are homotrimers of the SARS-CoV spike protein and
were incorporated into the virions. Interestingly, the levels of the homotrimers in cells
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treated with 100 M cifioroquine and 40 and 20 mM NH4C1 (Fig. 6A, lanes 3, 9, and 10)
were slightly lower than in control ceils or celis treated with lower drug concentrations.
The data obtained from a 30-min pulse followed by a 3-h chase (Fig. 6B, lanes 2
and 6) confirmed our earlier observation that the SARS-CoV spilce protein precursor (proS
ER) acquires Golgi-specific modifications (proS-Golgi) resulting in a -210-kDa protein
(6). Chloroquine at 10, 25, and 50 iM had no substantial negative impact on the
appearance of the Golgi form (Fig. 6B, compare lane 2 to lanes 4-6). Only at 100 tM
cifioroquine was a reduction in the level of the Golgi-modified pro-spike observed (lane 3).
On the other hand, NH4C1 abrogated the appearance of Golgi-modified forms at 10 mM
(compare lane 8 with 9-11) and had a milder effect at 1 mM (lane 12). These data clearly
demonstrate that the biosynthesis and proteolytic processing of SARS-CoV spike protein
are not affected at chloroquine (25 and 50 iM) and NH4C1 (1 mlvi) doses that cause virus
inhibitory effects. In addition, with 40, 20, and 10 mM NH.4C1, there was an increased
accumulation of proS-ER with a concomitant decrease in the amount of oligomers (Fig. 6B,
lanes 9-11). When we examined the homotrimers, we found that cifioroquine at 100 cM
and NH4C1 at 40 and 20 mM resulted in slightly faster mobility of the trimers (Fig. 6B,
lanes 3, 9, and 10), but lower drug doses, which did exhibit significant antiviral effects, did
not resuit in appreciable differences. These data suggest that the newly synthesized
intracellular spike protein may not be a major target for chloroquine and NH4C1 antiviral
action. The faster mobility of the trimer at certain higher concentration of the dmgs might
be due the effect of these drugs on the terminal glycosylation of the trimers.
DISCUSSION
We have identified chloroquine as an effective antiviral agent for SARS-CoV in ceÏl
culture conditions, as evidenced by its inhibitory effect when the drug was added prior to
infection or after the initiation and establishment of infection. The fact that chloroquine
exerts an antiviral effect during pre- and post-infection conditions suggest that it is lïkely to
have both prophylactic and therapeutic advantages. Recently, Keyaerts et al. (21) reported
Xthe antiviral properties of cifioroquine and identified that the drug affects SARS-CoV
replication in ceil culture, as evidenced by quantitative RT-PCR. Taken together with the
findings of Keyaerts et al. (21), our analysis provides further evidence that chloroquine is
effective against SARS-CoV Frankfurt and Urbani strains. We have provided evidence that
chloroquine is effective in preventing SARS-CoV infection in cdl culture if the drug is
added to the cells 24 h prior to infection. In addition, cifioroquine was significantÏy
effective even when the drug was added 3-5 h after infection, suggesting an antiviral effect
even after the establishment of infection. Since similar results were obtained by NR1C1
treatment of Vero E6 cells, the underlying mechanism(s) of action of these dmgs might be
similar.
Apart from the probable role of cifioroquine on SARS-CoV replication, the
mechanisms of action of cifioroquine on SARS-CoV are flot fully understood. Previous
studies have suggested the elevation of pH as a mechanism by which chloroquine reduces
the transduction of SARS-CoV pseudotype viruses (17, 18). We examined the effect of
cifioroquine and NH4C1 on the SARS-CoV spike proteins and on its receptor, ACE2.
Inimunoprecipitation results of ACE2 cÏearly demonstrated that effective anti-SARS-CoV
concentrations of cifioroquine and NCl also impaired the terminal glycosylation of
ACE2. However, the flow cytometry data demonstrated that there are no significant
differences in the cell surface expression of ACE2 in cells treated with cifioroquine or
NH4C1. On the basis of these resuits, it is reasonable to suggest that the pre-treatment with
NH4C1 or chloroquine has possibly resulted in the surface expression of the under
glycosylated ACE2. In the case of chloroquine treatment prior to infection, the impairment
of terminal glycosylation of ACE2 may result in reduced binding affinities between ACE2
and SARS-CoV spike protein and negatively influence the initiation of SARS-CoV
infection. Since the biosynthesis, processing, Golgi modification, and oligomerization of
the newly synthesized spike protein were not appreciably affected by anti-SARS-CoV
concentrations of either chloroquine or NH4C1, we conclude that these events occur in the
cell independent of the presence of the drugs. The potential contribution of these drugs in
the elevation of endosomal pH and its impact on subsequent virus entry or exit could not be
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ruled out. A decrease in SARS-CoV pseudotype transduction in the presence of NUCl was
observed and was attributed to the effect on intracellular pH (17, 18). When chloroquine or
NH4C1 are added after infection, these agents can rapidly raise the pH and subvert on-going
fusion events between virus and endosomes, thus inhibiting the infection.
In addition, the mechanism of action of NH4C1 and cifioroquine might depend on
when they were added to the ceils. When added after the initiation of infection, these drugs
might affect the endosome-mediated fusion, subsequent virus replication, or assembly and
release. Previous studies of cifioroquine have demonstrated that ït lias multiple effects on
marurualian ceils in addition to the elevation of endosomal pH, including the prevention of
terminal glycosyaltion of immunoglobulins (22). When added to vims-infected cells,
chloroquine inhibited later stages in vesicular stomatitis virus maturation by inhibiting the
glycoprotein expression at the cell surface (23), and it inhibited the production of infectious
HW-l particles by interfering with terminal glycosylation of the glycoprotein (24, 25). On
the basis of these properties, we suggest that the celi surface expression of under
glycosylated ACE2 and its poor affinity to SARS-CoV spike protein may be the primary
mechanism by which infection is prevented by drug pretreatment of celis prior to infection.
On the other hand, rapid elevation of endosomal pH and abrogation of virus-endosome
fusion may be the primary mechanism by which virus infection is prevented under post
treatment conditions. More detailed SARS CoV spike-ACE2 binding assays in the presence
or absence of cifioroquine will be performed to confirm ouï findings. Our studies indicate
that the impact of NH4CÏ and chloroquine on the ACE2 and spike protein profiles are
significantly different. NH4C1 exhibits a more pronounced effect than does chloroquine on
terminal glycosylation, higfflighting the novel intricate differences between chloroquine and
ammonium chloride in affecting the protein transport or glycosylation of SARS-CoV spike
protein and its receptor, ACB2, despite their well-established similar effects of endosomal
pH elevation.
The infectivity of coronaviruses other than SARS-CoV are also affected by
cifioroquine, as exemplified by the human CoV-229E (15). The inhibitory effects observed
on SARS-CoV infectivity and cell spread occurred in the presence of 1-10 tM cifioroquine,
XII
which are plasma concentrations achievable during the prophylaxis and treatment of
malaria (varying from 1.6-12.5 cM) (26) and hence are well tolerated by patients. It
recently was speculated that cifioroquine might be effective against SARS and the authors
suggested that this compound might block the production of TNFŒ, 1L6, or IFN[3iL. Our
data provide evidence for the possibility of using the well-established dnig cifioroquine in
the clinical management of SARS.
CONCLUSIONS
Chloroquine, a relatively safe, effective and cheap drug used for treating many
human diseases including malaria, amoebiosis and human immunodeficiency virus is
effective in inhibiting the infection and spread of SARS CoV in celi culture. The fact that
the drug has significant inhibitory antiviral effect when the susceptible cells were treated
either prior to or after infection suggests a possible prophylactic and therapeutic use.
METHODS
SARS-CoV infection, immunofluorescence, and immunoprecipitation analyses
Vero E6 celis (an Mrican green monkey lddney cell line) were infected with SARS
CoV (Urbani strain) at a multiplicity of infection of 0.5 for 1 h. The celis were washed with
PBS and then incubated in OPTI-MEM (kvitrogen) medium with or without various
concentrations of either chloroquine or NH4C1 (both from Sigma). Immunofluorescence
staining was performed with SARS-C0V-specffic hyperimmune mouse ascitic fluid
(HMAF) (8) followed by anti-mouse fluorescein-coupled antibody.
Eighteen hours after infection, the virus-containing supematants were removed, and
the cells were pulsed with 35S-(Cys) for 30 min and chased for 3 h before lysis in RIPA
buffer. Clarified celi lysates and media were incubated with HIVIAF, and
immunoprecipitated proteins were separated by 3-8% NuPAGE gel (Invitrogen); proteins
were visualized by autoradiography. In some experiments, ceils were chased for 3 h with
xffl
isotope-free medium. Clarified ceil supematants were also immunoprecipitated with SARS
CoV-specific HMAF.
ACE2 flow cytometry analysis and biosynthesis
Vero E6 celis were seeded in Dulbecco’s modified Eagle medium (Invitrogen)
supplemented with 10% fetal bovine serum. The next day, the celis were incubated in Opti
MEM (Invitrogen) in the presence or absence of 10 iM cifioroquine or 20 mM NH4CÏ. b
analyze the levels of ACE2 at the ceil surface, celis were incubated on ice with 10 1g/rnL
affinity-purified goat anti-ACE2 antibody (R&D Systems) and then incubated with FiTC
labeled swine anti-goat IgG antibody (Caltag Laboratories). Labeled celis were analyzed by
flow cytometry with a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences). For ACE2
biosynthesis studies, Vero E6 celis were pulsed with 250 1iCi 35S-(Met) (Perkin Elmer) for
3 h with the indicated concentrations of chloroquine or NH4C1 and then lysed in RIPA
buffer. Clarified lysates were immunoprecipitated with an affinity-purified goat anti-ACE2
antibody (R&D systems), and the immunoprecipitated proteins were separated by SDS
polyacrylamide gel electrophoresis.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Prophylactic effect of chloroquine
Vero E6 celis pre-treated with chloroquine for 20 hrs. Chloroquine-containing media were
removed and the ceils were washed with phosphate buffered saline before they were
xVffl
infected with SARS-CoV (0.5 multiplicity of infection) for 1 h. in the absence of
cifioroquine. Virus was then removed and the ceils were maintained in Opti-MEM
(Invitrogen) for 16-18 h in the absence of chloroquine. SARS-CoV antigens were stained
with vims-specific HMAF, followed by FflC-conjugated secondary antibodies. (A) The
concentration of chloroquine used is indicated on the top of each panel. (B) SARS-CoV
antigen-positive celis at three random locations were captured by using a digital camera, the
number of antigen-positive celis was determined, and the average inhibition was calculated.
Percent inhibition was obtained by considering the untreated control as 0% inhibition. The
vertical bars represent the range of SEM.
Figure 2. Post-infection chloroquine treatment reduces SARS-CoV infection and
spread
Vero E6 celis were seeded and infected as described for Fig. 1 except that chloroquine was
added only after virus adsorption. Cells were maintained in Opti-MEM (Invitrogen)
containing cifioroquine for 16-18 h, after which they were processed for
immunofluorescence. (A) The concentration of cifioroquine is indicated on the top. (B)
Percent inhibition and SEM were calculated as in Fig. lB. (C) The effective dose (ED50)
was calculated using commercially available software (Grafit, version 4, Erithacus
Software).
Figure 3. Timed post-infection treatment with chloroquine
This experiment is similar to that depicted in Fig. 2 except that ceils were infected at 1
multiplicity of infection, and cifioroquine (10, 25, and 50 DM) was added 3 or 5 h after
infection.
Figure 4. NH.4C1 inhibits SARS-CoV during pre or post infection treatment
N}L1C1 was added to the ceils either before (A) or after (B) infection, similar to what was
done for chloroquine in Figs 1 and 2. Antigen-positive celis were counted, and the resuits
were presented as in Fig. lB.
XIX
FigureS. Effect of lysomotropic agents on the ceil-surface expression and biosynthesis
ofACE2
(A) Vero E6 ceils were cultured for 20 h in the absence (control) or presence of chloroquine
(10 cM) or NH4C1 (20 mM). Celis were labeled with anti-ACE2 (grey histogram) or with a
secondary antibody alone (white histogram). (B) Biosynthesis of ACE2 in untreated celis or
in celis treated with NH4C1. Vero E6 ceils were pulse-labeled for 3 h with 35S-Met, and the
ceil lysates were immunoprecipitated with an ACE2 antibody (lane 1). Preincunbation of
the antibody with recombinant human ACE2 (rhACE2) completely abolished the signal
(lane 2). The positions of the endoglycosidase H-sensitive ER form and the
endoglycosidase H-resistant Golgi form of ACE2 are emphasized. Note that the increasing
concentration of NCl resulting in the decrease of the Golgi form of ACB2. (C) A similar
experiment was performed in the presence of the indicated concentrations of cifioroquine.
Note the loss of terminal glycans with increasing concentrations of chloroquine. (D) The
terminal glycosidic modification of ACE2 was evaluated by neuraminidase treatment of
immunoprecipitated ACE2. Here celis were treated with 1-25 tM concentrations of
chloroquine during starvation, pulse, and 3-h chase.
Figure 6. Effects of NH4C1 and chloroquine (CQ) on the biosynthesis, processing, and
glycosylation of SARS-CoV spike protein
Vero E6 cells were infected with SARS-CoV as described in Fig.2. CQ or NH4C1 was
added during the periods of starvation (1 h) and Ïabeling (30 mm) with 35S-Cys and
followed by chase for 3 h in the presence of unlabeled medium. Ceils were lysed in RIPA
buffer and immunoprecipitated with HMAF. Virus proteins were resolved using 3-8%
NuPAGE gel (Invitrogen). The cells presented were labeled for 30 min (A) and chased for
3 h (B). The migration positions of the various spike molecular forms are indicated at the
right side, and those of the molecular standards are shown to the left side. proS-ER and
xx
proS-Golgi are the pro-spike of SARS-Co in the ER and Golgi compartments, respectively







0- I T f
0.1 1 10



















01 1 10 33 100 10.1 1 101 102




U ntreated 10 iM 25 pM 50 pM
Figure 3
(1, XXVII







0 — — —






La surface cellulaire des transfectants stables Vero E6
ont été marqué avec un anticorps ACE2 tel que décrit
dans l’annexe 1. Les moyennes d’intensité de
fluorescence (MFI) de I’ACE2 ont été déterminées par
cytométrie de flux.
D
Annexe 3 : L’al-PDX augmente l’expression de l’ACE2 à
la surface cellulaire des cellules Vero E6
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